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 ﭼﻜﻴﺪه
ﺑﺮاي اﺟﺮاي اﻳﻦ ﭘﺮوزه ﺟﻬﺖ دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑﻪ ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز از ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮﻓﻴﺸﺮي اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. ﺑﺮاي اﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر 
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮاز ﺳﺎزﻣﺎن ﭘﮋوﻫﺶ ﻫﺎي ﻋﻠﻤﻲ و ﺻﻨﻌﺘﻲ اﻳﺮان ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺲ ازﻛﺸﺖ درﻣﺤﻴﻂ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، 
از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  BxuLو  AxuLﺮ ژن ﻫﺎي ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴ ﻛﻠﺮوﻓﺮم اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ. –ﺑﻪ روش ﻓﻨﻞ ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي   AND
  آن ﺗﻌﺒﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻮده ، اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ.  5'درﺳﻤﺖ   IHmaBو  InpK اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻛﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ
ﺗﺎﺋﻴﺪ . ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ ilocEﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي  و ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ  R752TPﺺ ﺳﺎزي درﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺎﻟﭘﺲ ازﺧ  RCPﻣﺤﺼﻮل  
ﭘﺲ از ﺗﺎﺋﻴﺪ، ﻗﻄﻌﺎت ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. ﺑﺎراﻳﻤﺮ RCPﺑﻪ روش  ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻛﻠﻮن
 RCPواﻛﻨﺶ  ﺟﻬﺖ ﺗﺎﺋﻴﺪ آن از و ﻛﻠﻮن oen\1.3ANDcPو  guh\1.3ANDcP ﺑﻴﺎﻧﻲ وﻛﺘﻮر ﺑﺘﺮﺗﻴﺐ در BxuLو  AxuL
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي  ﻧﻬﺎﻳﺖ ﭘﺲ از ﺗﺎﺋﻴﺪ، در .ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﺑﺎ
ﻣﻨﺘﻘﻞ  3T3HINﻛﻴﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ  اﺳﺘﻔﺎده از ﺑﺎ oen\1.3ANDcPو  guh\1.3ANDcPﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
دﻛﺎﻧﺎل  ﺣﻀﻮر در  3T3HINﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي  از، ﻳﻲ ﻧﻮرزاﺋﻲ ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪهﺎﺷﺪﻧﺪ. ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﺗﻮاﻧ
  ﺷﺪ. ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ وﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ اﺳﺘﻔﺎده و )ﺑﻌﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا (
 ﺑﺎ  ﺑﺘﺪرﻳﺞ و ﻣﻲ ﺷﻮد واﻛﻨﺶ ﻧﻮرزاﺋﻲ آﻏﺎز ﺳﺎﻋﺖ ازاﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪن ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا، 2ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﭘﺲ ازﮔﺬﺷﺖ 
 . ﻋﻼوه ﺑﺮﻣﻮارد ﻓﻮق ﺟﻬﺖ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﺑﻴﺎن وﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪﺳﺎﻋﺖ، ﻣﻴﺰان ﻧﻮرزاﺋﻲ اﻓﺰاﻳﺶ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ اي  6رﺳﻴﺪن ﺑﻪ زﻣﺎن 
ﻛﻴﻠﻮداﻟﺘﻮﻧﻲ، 67اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﻛﻪ اﻳﺠﺎد ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و وﺳﺘﺮن ﺑﻼت  EGAP-SDSروش  از ﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز،ﺗ
  ﺑﺎﺷﺪ. ﺻﺤﺖ آزﻣﺎﻳﺸﺎت ﻣﻲ ﻣﻮﻳﺪ
  
 اﻧﺘﻘﺎل ژنﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز، ﻓﻴﺒﺮﻳﻮﻓﻴﺸﺮي،  ﻛﻠﻤﺎت ﻛﻠﻴﺪي:
 
 
  
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٢
 
  ﻣﻘﺪﻣﻪ  -1
ﻧﺸﺎﻧﺪارﻛﺮدن اﺳﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ ﺗﺤﻮل ﺑﺰرﮔﻲ درﺑﻴﻮﻟﻮژي ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ اﻳﺠﺎد ﻧﻤﻮده اﺳﺖ .اﻳﻦ ﺗﻜﻨﻴﻚ ﺑﺮاي ﺗﺎﺋﻴﺪ 
ﻏﺮﺑﺎل ﮔﺮي ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻛﺎرﺑﺮد وﺳﻴﻌﻲ دارد .  ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ 
زﻳﺴﺘﻲ ﻛﺎرﺑﺮدﻫﺎي ﻓﺮاواﻧﻲ  ﻣﺎرﻛﺮﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ درزﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻋﻠﻮم اﻣﺮوزه ﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن ﻣﻮﺟﻮدات زﻧﺪه ﺑﺎ
ﻣﻬﺎﺟﺮت آﻧﻬﺎ  دارد . ﺑﺎاﻳﻦ ﺗﻜﻨﻴﻚ ﻣﻴﺘﻮان ﺑﺎﻧﺸﺎﻧﺪارﻛﺮدن ﺑﭽﻪ ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻣﻄﺎﻟﻌﺎﺗﻲ ازﻗﺒﻴﻞ ردﻳﺎﺑﻲ  وﺗﻌﻴﻴﻦ ﻣﺴﻴﺮﻫﺎي
،ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺿﺮﻳﺐ ﺑﺎزﮔﺸﺖ ﻣﺎﻫﻴﺎن،  ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ و زﻳﺴﺖ ﻣﺤﻴﻄﻲ، ﺗﺸﺨﻴﺺ ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬﺎ ، ﻛﺸﻒ داروﻫﺎي 
ﺑﺮوز اﺛﺮآن در ﺑﭽﻪ ﻣﺎﻫﻴﺎن ،  اﻧﺠﺎم داد.  ﺿﻤﻦ اﻳﻨﻜﻪ اﻳﻦ ﺻﻔﺖ ﭘﺲ از ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن درﺗﺨﻢ ﻣﺎﻫﻲ و ﺟﺪﻳﺪ و .... را
  .(0002 ,.a te awiN)ﺑﻞ اﻧﺘﻘﺎل ﻣﻴﺒﺎﺷﺪدرﺻﻮرﺗﻴﻜﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﺑﻪ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻣﻮﻟﺪ رﺳﻴﺪه و ﺗﺨﻤﺮﻳﺰي ﻧﻤﺎﻳﺪ ﻗﺎ
وﺳﻴﻌﻲ دارد .ﺑﺎاﺳﺘﺨﺮاج ژن  ﺪ ﻛﻪ درﻣﻄﺎﻟﻌﺎت  ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ  ﻛﺎرﺑﺮدﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻮردرﻣﻮﺟﻮدات ازﺟﻤﻠﻪ ﺻﻔﺎﺗﻲ ﻣﻴﺒﺎﺷ
ﻋﺎﻣﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﻨﻨﺪه ﻧﻮر وﻛﻠﻮن ﻧﻤﻮدن آن در ﺗﺨﻢ ﻣﺎﻫﻲ ﻣﻴﺘﻮان اﻳﻦ ﺻﻔﺖ راﺑﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﻣﻨﺘﻘﻞ و ﺑﺎ ﺗﻮﻟﻴﺪ  
ﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ ﻳﻜﻲ از اﺑﺰارﻫﺎي  ﻓﻨﺎوري. (0002 ,.a te awiN)ﻧﻮرﺳﺒﺰ رﻧﮓ  اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ، آﻧﻬﺎ راﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ و ردﻳﺎﺑﻲ ﻧﻤﻮد
 ﻣﺤﻴﻂ زﻳﺴﺖﻛﺸﺎورزي ،  ، ﺰﺷﻜﻲﺑﻴﻮﻓﻨﺎوري ﻫﻤﭽﻮن ﻋﻠﻮم ﭘ ﻣﺨﺘﻠﻒدﻗﻴﻖ ، ارزان و ﺣﺴﺎﺳﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﻣﺴﺎﻳﻞ 
در  راﻫﺎي اﺧﻴﺮ در زﻣﻴﻨﻪ ﺑﻴﻮﻓﻨﺎوري ﻣﻠﻜﻮﻟﻲ ﭼﻨﺪﻳﻦ اﺑﺰار از ﺑﻴﻮﻓﻨﺎوري ﺟﺪﻳﺪ  ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ .داردو ﺻﻨﺎﻳﻊ دﻓﺎع اﺳﺘﻔﺎده 
آن ﺟﻤﻠﻪ ﻣﻲ ﺗﻮان ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ  از.ﻫﺴﺘﻨﺪاﺧﺘﻴﺎر ﻣﺤﻘﻘﺎن ﻗﺮار داده اﺳﺖ ﻛﻪ داراي ﻣﺰﻳﺖ ﻫﺎﻳﻲ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ دﻳﮕﺮ اﺑﺰارﻫﺎ 
ﻧﺸﺮ  ﻳﺎو ﺑﻴﻮﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ ﻧﺎم ﺑﺮد. ﺑﻴﻮﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ  ﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲرا در ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﻛﻤﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﺑﺎﻻي ﺳﻨﺠﺶ و ﺳﺮﻋﺖ 
ﺗﻮﺳﻌﻪ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪه  ﺑﺎاز ﺟﺎﻟﺐ ﺗﺮﻳﻦ ﻣﺒﺎﺣﺚ زﻳﺴﺖ ﺷﻨﺎﺳﻲ اﺳﺖ. ﻳﻜﻲﻧﻮر ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﻣﻮﺟﻮدات زﻧﺪه ، 
 ni ortiv ni) ﺳﻠﻮﻟﻲﺑﻌﻀﻲ از اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎ ﻛﺎرﺑﺮد ﺗﺠﺰﻳﻪ اي دارﻧﺪ. در واﻗﻊ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت داﺧﻞ و ﺧﺎرج  ﻛﻪاﺳﺖ 
( در زﻣﻴﻨﻪ ﻓﺮآﻳﻨﺪﻫﺎي ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻚ )ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺑﻴﺎن ژن ، ﻣﻴﺎﻧﻜﺶ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ ﺑﻴﻤﺎري( ﻛﺎرﺑﺮدﻫﺎي ﻛﻠﻴﻨﻴﻜﻲ oviV
ﻓﻮﺗﻮﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ ﺑﺎ  واز ﻃﺮﻓﻲ ، ادﻏﺎم آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ . ﻓﺮاوان و ﻛﺸﻒ داروﻫﺎي ﺟﺪﻳﺪ را ﻣﻴﺴﺮ ﻛﺮده اﺳﺖ
ﻣﺰﻳﺖ  ﺎي ﺗﺸﺨﻴﺺ زﻳﺴﺘﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﺣﺴﺎس ﻣﻨﺠﺮ ﺷﺪه اﺳﺖ.اﺟﺰاي وﻳﮋه زﻳﺴﺘﻲ در زﻣﻴﻨﻪ ژﻧﺘﻴﻚ ﺑﻪ ﺗﻮﺳﻌﻪ اﺑﺰارﻫ
ﺑﺴﻴﺎر ﺑﺎﻻي ﻛﻤﻲ ﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ و ﺑﻴﻮﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﺴﻴﺎر ﺑﺎﻻي اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﺳﻴﮕﻨﺎل اﺳﺖ ﻛﻪ در اﻳﻦ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﺎ 
اوﻟﻴﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ در ﻣﻮرد ﻣﺎﻫﻴﺎن اﺳﺘﻔﺎده از روﺷﻬﺎي ﮔﻮﻧﺎﮔﻮن ﻓﻮﺗﻮن ﻫﺎي ﺑﺴﻴﺎر اﻧﺪك اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ. 
در  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺑﺴﺮﻋﺖ در ﺑﺴﻴﺎري از ﻣﻨﺎﻃﻖ ﺟﻬﺎن ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. 5991در ﺳﺎل  PFGﮋﻧﻴﻚ  ﺗﺮاﻧﺴ
( اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ، ﻣﻮﻓﻖ ﺷﺪﻧﺪ ژن ﻋﺎﻣﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ رﻧﮓ ﻓﻠﻮرﺳﻨﺖ ﺳﺒﺰ  0002و ﻫﻤﻜﺎران )   eeLﻳﻚ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ 
ﺑﻪ ﻧﺴﻠﻬﺎي ﺑﻌﺪي ﻧﻴﺰ ﺳﭙﺲ ﻣﻨﺘﻘﻞ و را در ﻣﺎﻫﻲ ﻛﻠﻮن ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. اﻳﻦ ﻛﻠﻮن ﺗﻐﻴﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ از ﻣﻮﻟﺪﻳﻦ ﺑﻪ ﺗﺨﻤﻬﺎي ﻟﻘﺎح ﻳﺎﻓﺘﻪ 
  ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ. اﻫﺪاف ﻣﻬﻢ اﺟﺮا اﻳﻦ ﭘﺮوژه:
 ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ  ﺳﻠﻮﻟﻬﺎيﻛﻠﻮن ﺳﺎزي ژن ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﻳﻢ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز در  -
ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي   Bxulو  Axulاﻳﺠﺎد ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺟﻬﺖ ﺑﻴﺎن ژﻧﻬﺎي  -
 ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ 
 ٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آن ﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲ ژن ﻫﺎي ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺑﺎﻧﻚ ژنﺗﻮاﻟﻲ ﻳﺎﺑﻲ و آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺗﻮاﻟﻲ  -
 ﺳﻲ اﻣﻜﺎن ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازدر ﺗﺨﻢ ﻣﺎﻫﻲ ﺳﻔﻴﺪ و ﻛﭙﻮر رﺑﺮ -
  
   1ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ -1-1
ﻮﻟﻮژﻳﻚ از ﺟﻤﻠﻪ ارﺗﺒﺎﻃﺎت ﺳﻠﻮﻟﻲ ، ﺗﻮﺳﻌﻪ ﺳﻠﻮﻟﻲ ، ﺗﻨﻄﻴﻢ رﺷﺪ ، ﺗﻜﺜﻴﺮ و اوﻧﻜﻮژﻧﺰ ﺑﻪ ﻳﺑﺴﻴﺎري از ﭘﺪﻳﺪه ﻫﺎي ﻓﻴﺰ
ﻧﻴﺎزﻣﻨﺪ اﺳﺖ ﻛﻪ اﺳﺎﺳﺎ در ﭘﺎﺳﺦ ﺑﻪ ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﻫﺎي ﺗﻮﺳﻌﻪ داﺧﻠﻲ و ﺳﻴﮕﻨﺎل ﻫﺎي ﺧﺎرﺟﻲ ﺗﻨﻄﻴﻢ ﻣﻲ ﺗﻨﻈﻴﻢ ژﻧﻲ ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ 
ﮔﺮدد. ﺟﻬﺖ دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑﻪ اﻃﻼﻋﺎت اﺻﻠﻲ درﺑﺎره ارﺗﺒﺎﻃﺎت ﺑﻴﻦ  ﻓﻌﺎل ﻛﻨﻨﺪه ﻫﺎ / ﻣﻬﺎر ﻛﻨﻨﺪه ﻫﺎي ﻣﺴﻴﺮﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ 
ﻴﻦ ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ادﻏﺎم ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ. ، ﻋﻨﺎﺻﺮ ﭘﺎﺳﺦ دﻫﻨﺪه ﺧﺎﺻﻲ ﺑﺎ ژن ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه ﭘﺮوﺗﺌ و ﺗﺎﺛﻴﺮ آﻧﻬﺎ در ﺑﻴﺎن ژن
اﻳﻦ ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﺑﻌﻨﻮان ﺷﺎﺧﺺ ﻫﺎﻳﻲ ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دادن ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ روﻧﻮﻳﺴﻲ در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎ اﺳﺘﻔﺎده 
ﮔﺮدﻧﺪ. ﺑﺼﻮرت ﻃﺒﻴﻌﻲ ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺑﻪ ﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر در ﻳﻚ وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه ، ﺑﻪ داﺧﻞ ﺳﻠﻮل 
، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻳﺎ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آﻧﺰﻳﻤﻲ آن  ANRmﺰارﺷﮕﺮ از ﻃﺮﻳﻖ ﺑﺮرﺳﻲ اﻧﺘﻘﺎل ﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪ و ﺳﭙﺲ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺟﻬﺖ ﺣﻀﻮر ﮔ
ﻣﻮرد آزﻣﺎﻳﺶ ﻗﺮار ﻣﻲ ﮔﻴﺮﻧﺪ. ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﻧﻪ ﺗﻨﻬﺎ ﻣﺰﻳﺖ ﻛﺎﺳﺘﻦ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ زﻣﻴﻨﻪ اي را در ﺳﻠﻮل ﻫﺎ دارا ﻫﺴﺘﻨﺪ 
، ﺑﻠﻜﻪ ﺳﻴﮕﻨﺎل را ﻫﻢ از ﺳﻄﺢ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻤﻮده و ﭘﺎﺳﺨﻲ ﺳﺮﻳﻊ، ﺣﺴﺎس، ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻮﻟﻴﺪ و ﺑﻪ ﺳﻬﻮﻟﺖ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﺸﺨﻴﺺ را 
ﻣﻮرد   ortiv niو  oviv niﺎد ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺑﺼﻮرت وﺳﻴﻌﻲ ﺟﻬﺖ ﻛﺎرﺑﺮد ﻫﺎي اﻳﺠ
،  2اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﻣﻲ ﮔﻴﺮﻧﺪ . در ﻋﻤﻞ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻮاﻟﻲ ﻫﺎي ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر، اﻓﺰاﻳﺶ دﻫﻨﺪه ﻫﺎ
. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ از آﻧﻬﺎ ﻣﻲ ﺗﻮان ﺟﻬﺖ و ﺗﺮﺟﻤﻪ ﻛﺎرﺑﺮد دارﻧﺪ ANRmروﻧﻮﻳﺴﻲ، ﭘﺮوﺳﺲ  gnitca snartﺣﺪواﺳﻂ ﻫﺎي 
ﻧﺸﺎن دادن ﻋﻔﻮﻧﺖ، وﻗﺎﻳﻊ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ و ﻛﺘﺎﺑﺨﺎﻧﻪ ﻫﺎي ﻋﻈﻴﻢ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ژﻧﻮﻣﻲ ﺟﻬﺖ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﻋﻨﺎﺻﺮ ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺟﺪﻳﺪ 
اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد ﻛﻪ ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه اﻫﻤﻴﺖ آﻧﻬﺎ در زﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي ﺑﻴﻮﻟﻮژي و ﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟﻮژي ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎ ﺑﻪ 
ﻴﺖ اﻧﺪوژﻧﻲ(، ﻃﺒﻴﻌﺖ آزﻣﺎﻳﺶ و ﺑﻌﻨﻮان ﻣﺜﺎل دﻳﻨﺎﻣﻴﻚ ﺑﻴﺎن ژن در ﻣﻘﺎﺑﻞ ﻛﺎراﻳﻲ رده ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده )ﻓﻌﺎﻟ
اﻧﺘﻘﺎل و ﺳﺎزﮔﺎري آزﻣﺎﻳﺶ ﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﻴﺺ ﻣﻨﺎﺳﺐ )ﻣﺜﻼ ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺑﺮداري ﻳﻚ ﺳﻠﻮل ﻣﻨﻔﺮد در ﻣﻘﺎﺑﻞ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي 
ﻛﻠﺮاﻣﻔﻨﻴﻜﻞ  ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ اﻳﻦ ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎ ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ از:  (.9991 ,esiuoL ; 8002 ,.la te gnaiJ)  ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻚ( ﺑﺴﺘﮕﻲ دارد
 -β( ، PFGﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺖ ﺳﺒﺰ ) ،( PA( ، آﻟﻜﺎﻟﻴﻦ ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز )βlag-ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز ) β،  (TACاﺳﺘﻴﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز )
  .ﻻﻛﺘﺎﻣﺎز و ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز -β،  (SUGﮔﻠﻮﻛﻮروﻧﻴﺪاز )
  
   ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز-1-2
 545ﻟﺘﻮن و ﻃﻮل آﻣﻴﻨﻮاﺳﻴﺪيﻛﻴﻠﻮ دا 06آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﺷﺎﻣﻞ ﺧﺎﻧﻮاده اي از آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎ ﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺗﻘﺮﻳﺒﺎ
ﺷﺎﻳﻊ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎ  ﻣﻲ ﺗﻮان ﺑﻪ اﻧﻮاع ﺧﺎﻛﺰي و درﻳﺎﻳﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ، ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎي از اﻧﻮاع ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ.  055ﺗﺎ
ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎي ﺷﺐ ﺗﺎب ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ ﻋﻀﻮ   ( اﺷﺎره ﻛﺮد.allineRﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺷﺐ ﺗﺎب و ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﻨﻔﺸﻪ درﻳﺎﻳﻲ )
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 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٤
 
ﻛﻪ اﻛﺴﻴﺪاﺳﻴﻮن ﻳﻚ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ   26 aDkﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه ﺧﺎﻧﻮاده ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎ ﻫﺴﺘﻨﺪ
در ﻃﻲ واﻛﻨﺶ اﻧﺮژي ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ  ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ. PTAﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮﻳﻦ را در ﺣﻀﻮر اﻛﺴﻴﮋن و ﻣﻨﺒﻊ اﻧﺮژي – Dﺑﻨﺎم 
ﺳﺎﻃﻊ ﻣﻲ ﮔﺮدد. ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز   065mnو ﺑﺎ ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ  035-046    mnﺳﺒﺰ( ﺑﺎ ﻃﻮل ﻣﻮج- ﺑﺼﻮرت ﻧﻮر ﻣﺮﺋﻲ )آﺑﻲ
( ﺟﺪاﺳﺎزي simrofiner allineRﻋﻀﻮ دﻳﮕﺮ ﺧﺎﻧﻮاده ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ از ﺑﻨﻔﺸﻪ درﻳﺎﻳﻲ ) ( culR)  allineR
ﺑﺼﻮرت وﺳﻴﻌﻲ در ﺑﻴﻦ culR  ﺳﺒﺰ را ﺳﺎﻃﻊ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ  _ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺗﺤﺖ ﺗﺤﺮﻳﻚ ﻣﻜﺎﻧﻴﻜﻲ ، ﻧﻮر آﺑﻲ 
ﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻫﺎي ﺷﺐ ﺗﺎب ﻧﻴﺎزي ﺑﻪ ﻣﺮﺟﺎﻧﻬﺎ ، ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ ، اﺳﻜﻮﺋﻴﺪﻫﺎ و ﺧﺮﭼﻨﮕﻬﺎ ﮔﺴﺘﺮش ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ. در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﻟ
اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ ﻛﻨﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ اﻛﺴﻴﺪاﺳﻴﻮن اﻳﻦ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا   enizaretneleocﻧﺪاﺷﺘﻪ و از ﻳﻚ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ ﺑﻨﺎم  PTA
  (. 8002 ,.la te gnaiJ)را ﺳﺎﻃﻊ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ 084mn ﻧﻮري آﺑﻲ ﺑﺎ ﻃﻮل ﻣﻮج 
ﺷﺮاﻳﻂ واﻛﻨﺶ ﻧﻈﻴﺮ اﺳﻴﺪﻳﺘﻪ ﻣﺤﻴﻂ، ﻧﺸﺎن داده  ﺑﻜﺎر ﺑﺮدن ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت ﻣﺸﺎﺑﻪ وﻟﻲ دﺳﺘﻜﺎري ﺷﺪه ﻟﻮﺳﻴﻔﺮﻳﻦ و ﻳﺎ ﺗﻐﻴﻴﺮ 
ﺷﺪه اﺳﺖ ﻛﻪ اﻳﺠﺎد ﺗﻐﻴﻴﺮ درﺳﺎﺧﺘﻤﺎن ﺳﻮم و ﻳﺎ اﻳﺠﺎد ﺟﻬﺶ در زﻧﺠﻴﺮه ﭘﻠﻲ ﭘﭙﺘﻴﺪي ﺑﺨﺼﻮص درﺟﺎﻳﮕﺎه ﻓﻌﺎل 
از ﻛﺎرﺑﺮدﻫﺎي اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﻲ ﺗﻮان ﺑﻪ  ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﻣﻲ ﺗﻮان ﺷﺪت وﻃﻮل ﻣﻮج)رﻧﮓ( ﻓﻮﺗﻮن ﺳﺎﻃﻊ ﺷﺪه را ﺗﻐﻴﻴﺮ داد.
ﻘﺪار إي ﺗﻲ ﭘﻲ، ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺎﻳﻌﺎت ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻚ و ﺗﺼﻮﻳﺮﺑﺮداري از ﺳﻠﻮل ﻫﺎي زﻧﺪه اﺷﺎره اﺳﺘﻔﺎده از آن در ﺳﻨﺠﺶ ﻣ
ﻛﺮد. ﻣﻜﺎﻧﻴﺴﻢ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻮر در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي زﻳﺮ ﺟﻠﺪي و ﻓﺘﻮژن ﻧﺘﻴﺠﻪ اﻛﺴﻴﺪه ﺷﺪن ﻣﺎده ﭼﺮﺑﻲ ﺑﻨﺎم ﻟﻮﺳﻴﻔﺮﻳﻦ ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ 
ﻴﺪه ﺷﺪن ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺳﺒﺰ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻮر ﻧﺘﻴﺠﻪ اﻛﺴ  surohporyPدﻳﺎﺳﺘﺎز ﻣﺨﺼﻮص ﺑﻨﺎم ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ . در ﺳﻮﺳﻜﻬﺎي 
رﻧﮕﻲ ﺑﻨﺎم ﭘﻴﺮوﻓﻮرﻳﻦ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﺧﻮن اﻳﻦ ﺳﻮﺳﻚ وﺟﻮد داﺷﺘﻪ و ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ اﺷﻌﻪ ﻣﺎوراء ﺑﻨﻔﺶ ﻧﻮر اﻧﻲ ﻣﻴﺸﻮد . 
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺟﺎﻧﻮران و ﮔﻴﺎﻫﺎن ﻧﻮرزاي دﻳﮕﺮ , واﻛﻨﺸﻬﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻮر ﻣﻴﺸﻮﻧﺪ ﻫﻨﮕﺎﻣﻲ آﻏﺎز ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ ﻛﻪ 
ﻓﺮﻳﻦ ﺗﺮﻛﻴﺐ -ﻜﺲ ﺑﺎ آدﻧﻮزﻳﻦ ﺗﺮي ﻓﺴﻔﺎت ﺑﺎ ﻣﺎده اي ﺑﻨﺎم ﻟﻮﺳﻲ ﻧﻮﻋﻲ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﻨﺎم ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮآز ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﻳﻚ ﻛﻤﭙﻠ
ﺷﺪه و ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ دﻳﮕﺮي را ﺗﺸﻜﻴﻞ ﻣﻲ دﻫﺪ ﻛﻪ ﺧﻮدش ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ اﻛﺴﻴﮋن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ اﻛﺴﻴﺪ ﺷﺪه و در اﻳﻦ ﺣﺎﻟﺖ ﻧﻮر 
ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ. ﻣﺤﺼﻮل اﻛﺴﻴﺪ ﺷﺪه ﺧﻴﻠﻲ ﭘﺎﻳﺪار اﺳﺖ اﻣﺎ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز از ﻃﺮﻳﻖ ﭘﻴﺮوﻓﺴﻔﺎت ﻣﻴﺘﻮاﻧﺪ از آن آزاد ﺷﻮد و 
  ﻃﺮﻳﻖ ﻣﺎده اي اﻳﺠﺎد ﻣﻴﻨﻤﺎﻳﺪ ﻛﻪ اﻳﻦ ﭼﺮﺧﻪ را دوﺑﺎره ﺷﺮوع ﻧﻤﺎﻳﺪ. ﺑﺪﻳﻦ
  
  ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ-1-3
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻧﻮرزا ﺑﻌﻨﻮان ﻓﺮاوان ﺗﺮﻳﻦ و ﮔﺴﺘﺮده ﺗﺮﻳﻦ اورﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻫﺎي ﻧﻮرزا ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ در ﻣﺤﻴﻂ ﻫﺎي آﺑﻲ 
ﻨﻮان ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي آزادزي اﻗﻴﺎﻧﻮﺳﻬﺎ ، ﺳﺎﭘﺮوﻓﻴﺖ ﺗﺎزه ، درﻳﺎﻳﻲ و ﺧﺸﻜﻲ ﻳﺎﻓﺖ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ . ﺷﺎﻳﻊ ﺗﺮﻳﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه آﻧﻬﺎ ﺑﻌ
در اﺟﺰاء ﻣﺎﻛﺮوﺳﻜﻮﭘﻲ ﺣﻴﻮاﻧﺎت  ، ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي روده اي و اﻧﮕﻠﻲ در ﺟﺎﻧﻮران ﻣﺘﻨﻮع ، ﭘﺎرازﻳﺖ ﺑﺎ ﺳﺨﺖ ﭘﻮﺳﺘﺎن 
و ﺣﺸﺮات و ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻳﺴﺖ در اورﮔﺎن ﻫﺎي ﻧﻮري ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ و اﺳﻜﻮﺋﻴﺪ ﻫﺎ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ . اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ ﻏﺎﻟﺒﺎ ﮔﺮم 
 , sudbahroneXﺗﻤﺎﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻧﻮرزا در ﺳﻪ ﺟﻨﺲ  .ﻞ و ﻫﻮازي ﻫﺎي اﺧﺘﻴﺎري ﻫﺴﺘﻨﺪﻣﻨﻔﻲ ، ﻣﻴﻠﻪ اي ﺷﻜ
ﻗﺮار داﺷﺘﻪ و ﻏﺎﻟﺒﺎ ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎﻳﻲ درﻳﺎزي ﻫﺴﺘﻨﺪ. ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻧﻮرزاﻳﻲ ﻛﻪ ﺑﺎ ﺟﺰﺋﻴﺎت ﺑﺮرﺳﻲ    oirbiV ,muiretcabotohP
 :از و آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ در آن ﻫﺎ ﺟﺪاﺳﺎزي و  ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ  ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ   ﺷﺪه اﻧﺪ
 ٥(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 )sudbahroneXو   ihtangoiel muiretcabotohp،   muerohpsohp  muiretcabotohP، iyevrah oirbiV،   irehcsif  oirbiV
،ﻛﻪ ﭼﻬﺎر ﮔﻮﻧﻪ اول در ﻣﺤﻴﻄﻬﺎي آﺑﻲ ﻳﺎﻓﺖ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ و ﮔﻮﻧﻪ آﺧﺮ ﺧﺸﻜﻲ زي ﻣﻲ ( sudbahrotohp     snecsenimul
ﻴﻜﻪ ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻫﺮ ﻛﺪام از ﻣﻨﺎﺑﻊ ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ ﺟﺪاﺳﺎزي ﺷﺪه .  از آﻧﺠﺎﺋ(8991 ,nosliW ;4991 ,nehgieM)ﺑﺎﺷﺪ
اﻧﺪ در ﺑﻴﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﻟﻮﻛﺲ آﻧﻬﺎ ﻧﻴﺰ ﺣﺘﻲ در ﻫﻤﺎن ﮔﻮﻧﻪ ﺗﻔﺎوت ﻫﺎي ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ اي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ ﮔﺮدد. از 
ﺑﻌﻨﻮان ﻫﻤﺰﻳﺴﺖ ﻫﺎﻳﻲ در ارﮔﺎن ﻫﺎي ﻧﻮري ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ،   muiretcabotohPآﻧﺠﺎﺋﻴﻜﻪ اﻛﺜﺮ ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎي ﺟﻨﺲ 
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻧﻮرزا ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻳﺴﺖ ﺑﺎ  muirohpsohp.P .ﻣﻲ رﺳﺪ ﻛﻪ اﻳﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه زﻳﺴﺘﻲ ﻃﺒﻴﻌﻲ آﻧﻬﺎ ﺑﺎﺷﺪ ﺑﻪ ﻧﻈﺮ
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻫﻤﺰﻳﺴﺖ ﻧﻮرزا ﺑﺎ ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎي آﺑﻬﺎي  ihtangoiel.Pو  irehcsif.Vﻣﺎﻫﻴﻬﺎي آﺑﻬﺎي ﻋﻤﻴﻖ ﺑﻮده ، در ﺣﺎﻟﻴﻜﻪ 
ﺖ در اورﮔﺎن ﻫﺎي ﻧﻮري ﻳﺎﻓﺖ ﻧﺸﺪه ﺗﺎ ﺑﺤﺎل ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻳﺴ iyevrah .Vﻛﻢ ﻋﻤﻖ و ﻣﻌﺘﺪل ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. در ﻣﻘﺎﺑﻞ 
ﮔﺰارش ﺷﺪه اﺳﺖ ﻛﻪ ﻃﻴﻒ ﻫﺎي ﺳﺎﻃﻊ ﺷﺪه واﻛﻨﺶ ﻧﻮرزاﻳﻲ ﺑﺮاي ﺑﻠﻜﻪ در ﺳﺎﻳﺮ زﻳﺴﺘﮕﺎﻫﻬﺎي درﻳﺎﻳﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. 
آﻧﺰﻳﻤﻬﺎي ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﺘﻔﺎوت ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و اﻳﻦ ﺗﻐﻴﻴﺮ ﻃﻴﻔﻲ ﺑﻌﻠﺖ ﺗﻔﺎوت در ﺗﻮاﻟﻴﻬﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ اﺳﺖ. 
ﻳﻚ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ   1-Yﻤﻜﻲ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ. در ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي ﺳﻮﻳﻪ رﻧﺞ ﺑﺎﻻﺗﺮ در ﺣﻀﻮر ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻛ
( ﺑﻪ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﻮد و ﻣﻨﺠﺮﺑﻪ ﺳﺎﻃﻊ ﺷﺪن ﻧﻮر در ﻃﻮل nietorP tnecseroulF wolleYﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺖ زرد )
رﻧﺪ ﻣﻲ ﺷﻮد. ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي اﺷﺎره ﺑﺮ اﻳﻦ دا mn 025در ﺣﺪود  λ xamﻣﻮج ﺑﺎﻻﺗﺮي ﻣﻲ ﮔﺮدد ﻛﻪ ﻣﻨﺘﻬﻲ ﺑﻪ ﻧﻮرزاﻳﻲ
ﺑﺼﻮرت ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ ﺑﻪ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻧﻤﻲ ﺷﻮد ﺑﻠﻜﻪ ﺑﺎ ﻳﻜﻲ از اﻧﻮاع ﺣﺪواﺳﻂ ﻫﺎ  ﭘﻴﺶ از ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺣﺎﻻت  PEYﻛﻪ  
 (.7891 ,.la te trenuaD ;5891 ,.la te eeL ) ﺣﺪواﺳﻂ ﺗﺤﺮﻳﻚ ﺷﺪه ﻛﻨﺶ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ
  
      ﻮﺗﻬﺎﻳﻮﻛﺎرﻳ در ﻟﻮﻛﺲ يﻫﺎ ژن ﺎنﻴﺑ-1-4
 وﺟﻮد ﻣﻨﺪﺎزﻴﻧ ﻲﻮﺗﻳﻮﻛﺎرﻳ يﻫﺎ ﺴﺘﻢﻴﺳ اﻛﺜﺮ در ﺎنﻴﺑ ، ﻳﻲﺎﻳﻛﺘﺮﺑﺎ يﻫﺎ ﺴﺘﻢﻴﺳ در ﺎنﻴﺑ ﺧﻼف ﺑﺮ Bxul و Axul ادﻏﺎم 
  ﻓﺮاز ﻲﻟﻮﺳ ﻤﺮﻳﻫﺘﺮودا ﻛﻨﻨﺪه رﻣﺰ  Bxul و Axul يﻫﺎ ژن ﻛﺎراﻣﺪ ﺎنﻴﺑ ﺮاﻳز ، اﺳﺖ ژن ﻫﺮ يﺑﺮا ﻣﺠﺰا يﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرﻫﺎ
 و Axul يﻫﺎ ژن ادﻏﺎم ﻖﻳﻃﺮ از ﺷﺪه ﺪﻴﺗﻮﻟ ﻚﻴﺴﺘﺮوﻧﻴﺳ ﻣﻨﻮ ﻓﺮاز ﻲﻟﻮﺳ ﻛﻪ ﺑﺎﺷﺪ ﻲﻣ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر دو وﺟﻮد ﺎزﻣﻨﺪﻴﻧ
 اﺿﺎﻓﻪ ﻖﻳﻃﺮ از ﻳﻲﻫﺎرو ﻮﻳﺒﺮﻳو يﺑﺎﻛﺘﺮ در ﻛﺎر ﻦﻳا.  ﺷﻮد ﺎنﻴﺑ ﻲﻮﺗﻳﻮﻛﺎرﻳ يﻫﺎ ﺴﺘﻢﻴﺳ در ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﻳﻲﺎﻳﺑﺎﻛﺘﺮ Bxul
 اﺳﺖ ﺷﺪه اﻧﺠﺎم  Bxul و  Axul ﻲژﻧ ﻦﻴﺑ ﻪﻴﻧﺎﺣ در 92 ﮕﺎهﻳﺟﺎ در دوم ﺪﻴﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗ ﻲﻨﻳﮕﺮﻳﺟﺎ و ﺪﻴﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗ ﻚﻳ ﻛﺮدن
 ﻗﺮار ﭼﻬﺎرﭼﻮب در ﺪﻴدﻛﺎﭘﭙﺘ ﻚﻳ ﺗﻮﺳﻂ و ﺷﺪه ﺣﺬف Axul ﺮواﺣﺪﻳز ﺎنﻳﭘﺎ رﻣﺰ ﺠﻪﻴﻧﺘ در .(9891 ,.la te nayoB)
 ﺑﺎ ﻲﻣﺸﺎﺑﻬ يﻫﺎ روش ﺑﺎ ﻳﻲﻫﺎرو ﻮﻳﺒﺮﻳو در ﻚﻴﺴﺘﺮوﻧﻴﻣﻨﻮﺳ يﻫﺎ ﻓﺮاز ﻲﻟﻮﺳ از ﻲﻣﺘﻨﻮﻋ ﺗﻌﺪاد ﺗﺎﻛﻨﻮن.  ﺮدﻴﮔ ﻲﻣ
 . اﻧﺪ ﺷﺪه ﺪﻴﺗﻮﻟ يا ﻨﻪﻴآﻣ ﺪﻴاﺳ 22 ﻲاﻟ 1 يﻫﺎ راﺑﻂ
  
  ﺗﺎرﻳﺨﭽﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت-1-5
اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺑﺴﺮﻋﺖ در ﺑﺴﻴﺎري از ﻣﻨﺎﻃﻖ ﺟﻬﺎن  5991ﺳﺎل در  PFGﮋﻧﻴﻚ  اوﻟﻴﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ در ﻣﻮرد ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺗﺮاﻧﺴ
اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ، ﻣﻮﻓﻖ ﺷﺪﻧﺪ ژن ﻋﺎﻣﻞ   (0002و ﻫﻤﻜﺎران )  eeLدر ﻳﻚ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ  ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ.
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٦
 
( ﺑﺎ اﻧﺘﻘﺎل ژن ﻋﺎﻣﻞ ﻣﻮﻟﺪ ﻧﻮر ﺳﻴﺰ 1002) gnaWو   gnoGﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ رﻧﮓ ﻓﻠﻮرﺳﻨﺖ ﺳﺒﺰ را در ﻣﺎﻫﻲ ﻛﻠﻮن ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. 
ﺑﻪ ﺗﺨﻢ ﻣﺎﻫﻴﺎن ، ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺗﺰﺋﻴﻨﻲ  PFGﺎﻫﻴﺎن ﺗﺮاﻧﺲ ژﻧﻴﻚ را ﺑﻮﺟﻮد آوردﻧﺪ. آﻧﺎن ﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ ﭘﺲ از اﻧﺘﻘﺎل ژن رﻧﮓ ، ﻣ
ﺑﻮﺟﻮد آورﻧﺪ. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻼﺷﻬﺎﺋﻲ در آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه ﺟﻬﺖ اﻳﺠﺎد ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺗﺮاﻧﺲ ژﻧﻴﻚ ﺑﻤﻨﻈﻮر ﻣﻮﺟﻮدات ﻛﻨﺘﺮل 
( ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﻲ ﺑﺮ روي 0002و ﻫﻤﻜﺎران)  awiNﻛﻨﻨﺪه و ﻧﻈﺎرت ﺑﺮ آﻟﻮدﮔﻲ ﻫﺎي ﻣﺤﻴﻄﻲ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ. 
آﻣﻴﺰش ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺣﺎﻣﻞ ژن  ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻮر ﺑﺎ ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻃﺒﻴﻌﻲ و ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ را اﻧﺠﺎم دادﻧﺪ. آﻧﺎن ﻣﻮﻓﻖ ﺷﺪﻧﺪ ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ 
  ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺗﺮاﻧﺲ ژﻧﻴﻚ را ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. 
ﻳﻤﻲ ﺑﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﺗﻴﻼﭘﻴﺎ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﻮدﻧﺪ وﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ ﻣﻴﺰان ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آﻧﺰ ( ژن ﮔﺰارﺷﮕﺮﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز را2002وﻫﻤﻜﺎران ) aniloM
( ﻧﻴﺰﻣﻮﻓﻖ ﺷﺪﻧﺪ 7002وﻫﻤﻜﺎران ) miehnoTدر ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت دﻳﮕﺮي ﮔﻴﺮي ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ.  ﻟﻮﻣﻴﻨﻮﻣﺘﺮاﻧﺪازه ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازرا
 artskjlDﻫﻤﭽﻨﻴﻦ  ( ﻣﻨﺘﻘﻞ واﺛﺮآن را ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ.. L ralaS omlaSژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز را ﺑﻪ ﻣﺎﻫﻲ آزاد اﻗﻴﺎﻧﻮﺳﻲ )
  ﻣﻮﻓﻖ ﺑﻪ ﺑﻴﺎن آن دراﻳﻦ ﮔﻮﻧﻪ ﺷﺪﻧﺪ. hsiftaC )subrraib suretpotP(( ﭘﺲ ازاﻧﺘﻘﺎل ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﺑﻪ 0002وﻫﻤﻜﺎران )
ﻣﻴﺘﻮاﻧﺪ ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﻣﺎرﻛﺮ زﻳﺴﺘﻲ درﻣﺎﻫﻴﺎن  PFGدرﻳﻚ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ژن  (0002وﻫﻤﻜﺎران ) awiN
ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ وﺑﻴﺎن ژن   akedeM ) sepitaL saizyrO(ازﻃﺮﻳﻖ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺨﻢ ﺑﻪ  را PFGﺑﻜﺎررود .آﻧﺎن ﻣﻮﻓﻖ ﺷﺪﻧﺪ ژن 
  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ.را 
( ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز راﺑﻪ ژﻧﻮم ﻣﺎﻫﻲ ﻗﺰل آﻻ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﻮده واﺛﺮات ﻧﻮرزاﻳﻲ آن را ﻣﺸﺎﻫﺪه 4002وﻫﻤﻜﺎران) merqmoR
 .ﻣﺎﻫﻴﭽﻪ ( و ﻧﻤﻮدﻧﺪ )ﻛﻠﻴﻪ، ﺟﮕﺮ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ٧(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 ﻣﻮاد و روﺷﻬﺎ-2
  دﺳﺘﮕﺎه ﻫﺎ و وﺳﺎﺋﻞ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده   -2-1
  (sumirP & TEBROC) ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ RCP دﺳﺘﮕﺎه -
  ( IKIAD ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)    rekahS درﺟﻪ 73 راﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮ -
 (اﻳﺮان ZAMIHS ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)   ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ درﺟﻪ 73اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر -
 ( آﻟﻤﺎن R 23 lasrevinU ﻣﺪل hciteH) دار ﻳﺨﭽﺎل ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ -
 ( آﻟﻤﺎن 02 orciM ﻣﺪل hcitteH) ﻣﻴﻜﺮوﻓﻴﻮژ -
 ( cetivU ﺳﺎﺧﺖ) ﭘﺮﺗﺎﺑﻞ rotanimullisnart VU دﺳﺘﮕﺎه -
 (اﻳﺮان اﺧﺘﺮﻳﺎن ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)  ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺷﺎﻧﻪ و(  etsaC) ﻗﺎﻟﺐ ﻫﻤﺮاه ﻪﺑ اﻓﻘﻲ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺗﺎﻧﻚ -
 (NAWIAS)ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد درﺟﻪ -02 ﻓﺮﻳﺰر -
 (ﭘﮋوﻫﺶ ﭘﻮﻳﺎ ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)  ﻋﻤﻮدي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺗﺎﻧﻚ -
 (اﻳﺮان اﺧﺘﺮﻳﺎن ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)  ylppus rewoP دﺳﺘﮕﺎه -
 (dadheB ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ) ﻣﺎري ﺑﻦ -
 ( suirotraSدﻳﺠﻴﺘﺎل ) ﺗﺮازوي -
 (ﺳﻮﺋﻴﺲ ﺳﻮﻛﻮرﻛﺲ ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)  ﺳﻤﭙﻠﺮ -
 ﻣﺘﺮي ﺳﺎﻧﺘﻲ 02 دار ﭘﻴﭻ در اي ﺷﻴﺸﻪ ﻫﺎي ﻟﻮﻟﻪ -
 ( hbmG rehcsleih.rd) ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن دﺳﺘﮕﺎه -
 دﺳﺘﮕﺎه ﺑﻴﻮﻓﻮﺗﻮﻣﺘﺮ )ﺳﺎﺧﺖ ﺷﺮﻛﺖ اﭘﻨﺪورف( -
 ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ ﺗﺎﻧﻚ -
 ( ﭘﮋوﻫﺶ ﭘﻮﻳﺎ ﺳﺎﺧﺖ)  ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ ﻣﺨﺼﻮص( tsaC)ﻗﺎﻟﺐ -
   cetivU ﻛﻤﭙﺎﻧﻲ ﺳﺎﺧﺖ reknil ssorC دﺳﺘﮕﺎه -
 ( آﻟﻤﺎن tolbaroP) fdvp ﻛﺎﻏﺬ   -
 اﺗﻮﻛﻼو دﺳﺘﮕﺎه -
 xetroV دﺳﺘﮕﺎه -
 ( آﻟﻤﺎن renierG)  ﺳﻤﭙﻠﺮ ﺳﺮ -
 ( اﭘﻨﺪورف ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎﺧﺖ)  ﻟﻴﺘﺮي ﻣﻴﻠﻲ 1/5 و 0/5و  0/2ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮپ  -
 ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻛﺸﺖ و ﺑﺮداﺷﺖ ﺟﻬﺖ  آﻧﺲ- -
 05ccو  51cc اﺳﺘﺮﻳﻞ ﻓﺎﻟﻜﻮن -
 ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻛﺸﺖ ﻣﺘﺮي ﺳﺎﻧﺘﻲ 7 ﭘﻠﻴﺖ -
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٨
 
 واﺗﻤﻦ ﻛﺎﻏﺬ -
 ﺑﺸﺮ و ارﻟﻦ ﻗﺒﻴﻞ از اي ﺷﻴﺸﻪ ﻇﺮوف -
 (400B-ILUJ .on taC ,rezylala llec tnecsrulf trams  MTILUJﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺖ ) trevniﻴﻜﺮوﺳﻜﭗ ﻣ -
 
  ﻣﻮاد ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده  -2-2
 (ﻟﻴﺘﻮاﻧﻲ ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز ﺷﺮﻛﺖ) آﮔﺎرز ﭘﻮدر -
 (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز ﺷﺮﻛﺖ)  pb 001 rekram reddaL AND -
 ﻛﻠﺴﻴﻢ ﻛﻠﺮﻳﺪ ﭘﻮدر -
 اﺳﺘﺮﻳﻞ دﻳﻮﻧﻴﺰه ﻣﻘﻄﺮ آب -
 درﺟﻪ 07 و ﻣﻄﻠﻖ اﺗﺎﻧﻮل -
 ( arakaTﻓﺮﻣﻨﺘﺎز و  ﺷﺮﻛﺖ)  ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي  InpK و  IRocE و ІHmaB دﻫﻨﺪه ﺮشﺑ ﻫﺎي آﻧﺰﻳﻢ -
 001 ﺳﻴﻠﻴﻦ آﻣﭙﻲ ﻣﺼﺮف ﻛﻪ اﺳﺖ ذﻛﺮ ﺑﻪ ﻻزم)   001 lm/gm  ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ ﺳﻴﻠﻴﻦ آﻣﭙﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ آﻧﺘﻲ -
 ﮔﺮم ﻣﻴﻠﻲ 001 ﺷﻮد ﻣﻲ ﻧﮕﻬﺪاري آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه در ﻛﻪ آن اﺳﺘﻮك ﻏﻠﻈﺖ اﻣﺎ اﺳﺖ ﻟﻴﺘﺮ ﻣﻴﻠﻲ در ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم
 .( اﺳﺖ ﺮﻟﻴﺘ ﻣﻴﻠﻲ در
 001  lm/gmو ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ 001  lm/gmﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ  ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ آﻧﺘﻲ -
 (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز)  ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺑﺎﻓﺮ و 4T esagil AND آﻧﺰﻳﻢ -
 (ﺳﻴﻨﺎژن ﺷﺮﻛﺖ ( )001Mm ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ  )  erutxiM PTNd -
 (ﺳﻴﻨﺎژن ﺷﺮﻛﺖ ) (05 Mm)  2lCgM -
 (ﺷﺮﻛﺖ ﺳﻴﻨﺎژن ) (×01) reffub RCP -
 ﺳﻴﻨﺎژن ( ﺷﺮﻛﺖ) ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ/واﺣﺪ 5 ﺑﺎﻏﻠﻈﺖ  esaremylop AND qaTآﻧﺰﻳﻢ -
 (ﺳﻴﻨﺎژن) 01POT ﺳﻮﻳﻪ iloc.E ﺑﺎﻛﺘﺮي -
 (ﺳﻴﻨﺎژن) 901MJ و   eulB avoNو  LB 12 ﺳﻮﻳﻪ iloC .E ﺑﺎﻛﺘﺮي -
 (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز)  ZTp 75R ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ -
 ( اﻳﺮان اﻧﺴﺘﻴﺘﻮﭘﺎﺳﺘﻮر)  oen/ +1.3ANDcp  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ -
 ( )اﻧﺴﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳﺘﻮر اﻳﺮان  +1.3ANDcp/  gyhﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  -
 (eneg avoN)ﺷﺮﻛﺖ  TEUD tepﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  -
  3T3 HINرده ﺳﻠﻮﻟﻲ  -
 ALEHرده ﺳﻠﻮﻟﻲ   -
 (ﺳﻴﮕﻤﺎ)  ﻏﻠﻴﻆ ﻛﻠﺮﻳﺪرﻳﻚ اﺳﻴﺪ -
 ٩(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 (   BL )inatreB airuLﻛﺸﺖ ﻣﺤﻴﻂ ﭘﻮدر -
 ﺳﺪﻳﻢ اﺳﺘﺎت -
 ﭘﺘﺎﺳﻴﻢ اﺳﺘﺎت -
  ﻣﻨﻴﺰﻳﻢ ﻛﻠﺮﻳﺪ -
  HOaN -
 ( KCREM)آﻣﻴﺪ آﻛﺮﻳﻞ -
 (ﺳﻴﻨﺎژن(  ) dimalyrca sib nelyhtem-΄N,N) آﻣﻴﺪ آﻛﺮﻳﻞ ﺑﻴﺲ -
 (ﺳﻴﻨﺎژن)  esab-sirT -
  SDS) etaflus lycedod muidoS(  -
 DEMET ) enimaid nelyhte-nelyhtemartet- N,N,N,N(   -
 آﮔﺎر آﮔﺎر -
 ﮔﻠﻴﺴﺮول -
 ﮔﻼﻳﺴﻴﻦ -
 ﺑﻠﻮ ﺑﺮوﻣﻮﻓﻨﻞ -
 ATDE -
 ﭘﺮﺳﻮﻟﻔﺎت آﻣﻮﻧﻴﻮم -
 (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز)  052G ﺑﻠﻮ ﻛﻮﻣﺎﺳﻲ رﻧﮓ -
 ﮔﻼﺳﻴﺎل اﺳﺘﻴﻚ اﺳﻴﺪ -
 (ﺳﻴﮕﻤﺎ) 001-X notirT -
 (  macbaﺷﺮﻛﺖ   )1276ba ﻓﺮاز ﻟﻮﺳﻲ  ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ -
  (CFAS%، 59دﻛﺎﻧﺎل ) -
    
  ﻛﺸﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي -2-3
اﻳﺮان ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه و در ﻣﺤﻴﻂ  ﻫﺎي ﻋﻠﻤﻲ و ﺻﻨﻌﺘﻲ از ﺳﺎزﻣﺎن  ﭘﮋوﻫﺸﻲ (4477CCTA)ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي ﺳﻮﻳﻪ 
ﺻﻮرت زﻳﺮ ﺗﻬﻴﻪ . ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻣﺬﻛﻮر ﺑﻪ داده ﺷﺪﻛﺸﺖ   02-52ºCو در دﻣﺎي    (642ZMSDاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ )
  ﮔﺮدﻳﺪ:
   rg 001                            ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ 
 rg001                           ﭘﭙﺘﻮن
 rg 002  آﮔﺎر 
 lm 052  آب ﺷﻴﺮ
 lm 057  آب درﻳﺎ
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٠١
 
ﺳﭙﺲ  .رﺳﺎﻧﺪه ﺷﺪ 7/8،  Hpدر اﺑﺘﺪا ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ و ﭘﭙﺘﻮن از ﻃﺮﻳﻖ ﺣﺮارت دادن ﺑﺼﻮرت ﻣﺤﻠﻮل در آﻣﺪه و ﺑﻪ  
 Cدﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي 02ﺮﺳﺪ. در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪي آﮔﺎر اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه و ﺑﻪ ﻣﺪت ﺑ  =Hp7/3ﻗﻴﻘﻪ ﺟﻮﺷﻴﺪه ﺗﺎ ﺑﻪ د 01ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻣﺤﻴﻂ ﻣﺎﻳﻊ  .ﺷﺪﺑﻪ ﻣﺤﻴﻂ اﺿﺎﻓﻪ  55º Cاﺳﺘﺮﻳﻞ ﺷﺪه  ﺑﺎ دﻣﺎي  ﺑﺼﻮرت . ﺳﭙﺲ آب درﻳﺎﮔﺮدﻳﺪﻼو ﻛاﺗﻮ 121 º
  ﺑﺪون آﮔﺎر زﻣﺎﻧﻲ ﻛﻪ ﺳﺮد ﺷﺪ و ﺑﻪ دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ رﺳﻴﺪ ﺑﺎﻳﺪ ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدد . 
  
  ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي  ANDاج اﺳﺘﺨﺮ-2-4
  :(1002 lessuR dna koorbmaS)ﻣﻄﺎﺑﻖ ﻣﺮاﺣﻞ زﻳﺮ اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ  ﻛﻠﺮوﻓﺮم –روش ﻓﻨﻞ  ﺑﻪژﻧﻮﻣﻲ   AND اﺳﺘﺨﺮاج
در ﺷﺮاﻳﻂ اﺳﺘﺮﻳﻞ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪه در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺮداﺷﺖ ﺷﺪه و  -1
ﻗﺮار داده ﺷﺪ. در ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰ ﺗﺮﻳﺲ   73 ºC ﺑﻦ ﻣﺎري ﺳﺎﻋﺖ در 2از ﺑﺎﻓﺮﻟﻴﺰ اﺿﺎﻓﻪ و ﺑﻪ ﻣﺪت  005µlﺑﻪ آن ﻣﻴﺰان 
ﺑﻌﻨﻮان ﺣﻞ ﻛﻨﻨﺪه ﭼﺮﺑﻲ ﻫﺎي ﻣﻮﺟﻮد در  SDSو  esaNDﺑﻌﻨﻮان ﻣﻬﺎر ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي   ATDEﻧﻘﺶ ﺑﺎﻓﺮ، 
 ﻏﺸﺎء ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻋﻤﻞ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ.
ﻓﻨﻞ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ اﭘﻨﺪورف اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده، ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﺷﺪت آن را ﺗﻜﺎن داده و  (005lµﻫﻢ ﺣﺠﻢ ﻣﺎﻳﻊ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ) -2
ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪ. ﻓﻨﻞ ﺑﺎﻋﺚ ﺣﺬف ﻣﻮاد آﻟﻲ ﻣﻲ  0008 mprدﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ و ﺑﺎ دور 5ﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻧﻤﻮ
 ﮔﺮدد )دﻧﺎﺗﻮراﺳﻴﻮن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ(. 
داده و ﺑﻪ ﺷﺪت ﺗﻜﺎن  ﺷﺪهاﭘﻨﺪورف ﺟﺪﻳﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ و ﻫﻢ ﺣﺠﻢ آن ﻛﻠﺮوﻓﺮم اﺿﺎﻓﻪ  ﻟﻮﻟﻪ ﻣﺎﻳﻊ ﺷﻔﺎف روﻳﻲ را ﺑﻪ -3
ﻛﻠﺮوﻓﺮم  .ﮔﺮدﻳﺪاﻧﺠﺎم  ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ  0008 mprدور ﺑﺎ و ﻣﺤﻴﻂ دﻣﺎي در دﻗﻴﻘﻪ 5 ﻣﺪت ﺳﭙﺲ ﻣﺠﺪدا ﺑﻪ ﺷﺪ.
 اﺳﺖ .  RCPﻣﻨﺠﺮﺑﻪ ﺣﺬف ﺑﻘﺎﻳﺎي ﻓﻨﻞ از ﻣﺤﻠﻮل واﻛﻨﺶ ﻣﻲ ﮔﺮدد، زﻳﺮا ﻓﻨﻞ ﻳﻚ ﺑﺎزدارﻧﺪه ﻣﻬﻢ در واﻛﻨﺶ 
و دو ﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ آن   )M3( CAaNﺣﺠﻢ آن  1:01و ﻧﻤﻮده ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺟﺪﻳﺪ ﻣﺎﻳﻊ ﺷﻔﺎف روﻳﻲ را ﺑﻪ اﭘﻨﺪورف -4
  ANDﺳﺮﻣﺎ ﺑﻪ رﺳﻮب ﺷﺪ ) دادهﻗﺮار  -02º Cدر ﻓﺮﻳﺰر ﻣﺪت ﻧﻴﻢ اﻟﻲ دو ﺳﺎﻋﺖ اﺿﺎﻓﻪ و اﻟﻜﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺳﺮد
 .(ﻛﻤﻚ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ
 ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ . و 00021  mprدور وﺑﺎ 4ºCدﻣﺎي دﻗﻴﻘﻪ در 2 ﻣﺪت ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ -5
% اﺿﺎﻓﻪ ﻣﻲ ﮔﺮدد. ﭼﻨﺪ ﺑﺎر ﺑﻪ اﭘﻨﺪورف ﺿﺮﺑﻪ زده ﺳﭙﺲ 07اﻟﻜﻞ  001µlاﻟﻜﻞ را ﺧﺎﻟﻲ ﻧﻤﻮده و ﺑﻪ رﺳﻮب  -6
% ﺑﺎﻋﺚ ﺷﺴﺖ وﺷﻮي  07دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. اﻟﻜﻞ 2و ﺑﻪ ﻣﺪت  00021 mprوﺑﺎ دور 4º Cدر دﻣﺎي
 ﺗﻮﺳﻂ اﻟﻜﻞ ﻣﻤﺎﻧﻌﺖ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ.  ANDاﻟﻜﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺷﺪه و از ﺗﺨﺮﻳﺐ 
دﻗﻴﻘﻪ در ﻫﻮاي اﺗﺎق ﻗﺮار داده ﺷﺪ ﺗﺎ ﺧﺸﻚ  02ﺑﻪ ﻣﺪت  ANDﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ را ﺧﺎﻟﻲ ﻧﻤﻮده و اﭘﻨﺪورف ﺣﺎوي  -7
 ﮔﺮدد .
دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  01ﻣﻘﺪار ﻻزم آب ﻣﻘﻄﺮ اﺳﺘﺮﻳﻞ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪه و ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت  ﺑﻪ  ANDﺑﻪ اﭘﻨﺪورف ﺣﺎوي  -8
 ﺣﻞ ﺷﻮد.    ANDﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ﺗﺎ  73ºC
 
 ١١(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  RCPواﻛﻨﺶ -2-5
ﺑﺼﻮرت ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ و اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻲ ﻣﺮﻳﺰاﺳﻴﻮن از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  Bxulو  Axulﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن ﻫﺎي 
ﺗﻮﺳﻂ ﻧﺮم اﻓﺰار  Bxulو   Axulﺳﺘﻔﺎده ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن ﻫﺎي اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻣﻮرد ا BAxul/R75ZTp
      و  drawroFﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي   5´در ﺳﻤﺖ ، ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪ و ﺟﻬﺖ ﺗﺴﻬﻴﻞ در ﻣﺮاﺣﻞ ﻛﻠﻮن ﺳﺎزي rennuR eneG
و   drawroFﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي   5´و در ﺳﻤﺖ   I H maBو  I npKﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ    Axulژن  esreveR
  ﺗﻌﺒﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ.  I RocEو   I HmaBﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ    Bxul ژن esreveR  
   زﻳﺮﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ : ﺑﺼﻮرتAxul ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن  RCPﺷﺮاﻳﻂ اﻧﺠﺎم 
 )X1( lµ3  )X01( reffuB RCP
  lµ 5/1   )Mm01( PTNd
  lµ 0/2  )Mm 05( 2lcgM
  lµ 2   F/R remirP
  lµ 1    BAxul/R75ZTp
 )U1( lµ 52/0  esaremylop AND qaT
   5/02     .W.D
  ..................................................................................................................................................
                                                   emulov latoT       lµ 03 
  
 زﻳﺮﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ : ﺑﺼﻮرتBxul ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن   RCPﺷﺮاﻳﻂ اﻧﺠﺎم 
 )X1( lµ3  )X01( reffuB RCP
  lµ 5/1   )Mm01( PTNd
  lµ 5/1   )Mm 05( 2lcgM
  lµ 2   F/R remirP
  lµ 1    BAxul/R75ZTP
 )U1( lµ 52/0  esaremylop AND qaT
   5/02      .W.D
  ..................................................................................................................................................
                                                emulov latoT                                                                        lµ 03 
  
درﺟـﻪ  94 اﻟﺤـﺎق ، دﻗﻴﻘـﻪ  1درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤـﺪت  49 واﺳﺮﺷـﺘﻪ ﻛـﺮدن  ﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣـﺎل ﺳـﺎﻳﻜﻠﺮ ﺑﺘﺮﺗﻴـﺐ: ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ د
  ﭼﺮﺧﻪ ﺑﻮده اﺳﺖ.    03دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮاي  1درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤﺪت  27ﺑﺴﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮ و دﻗﻴﻘﻪ 1ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤﺪت 
  
  R75ZTpدر وﻛﺘﻮر  RCPﻛﻠﻮن ﺳﺎزي ﻣﺤﺼﻮﻻت -2-6
ﭘـﺲ از ﺑﺮرﺳـﻲ ﺑﺎﻧـﺪﻫﺎي  .اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﮔﺮدﻳـﺪ  درﺻـﺪ  1/5آﮔـﺎرز  ﻣﺤﺼـﻮل واﻛـﻨﺶ  در ژل  RCPﭘﺲ از ﺧﺎﺗﻤﻪ 
 reenoiBﺗﺨﻠـﻴﺺ ژل ﺷـﺮﻛﺖ  ﺑﻮﺳـﻴﻠﻪ ﻛﻴـﺖ  ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ ﻗﻄﻌﻪ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آﻧﻬﺎ ﺑﺎ ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ،  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه
ﺗﻌﻴﻴﻦ  3ﮔﺮدﻳﺪه و ﻗﻄﻌﺎت ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه از ﻃﺮﻳﻖ روش ﺳﻨﮕﺮ (  ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي1-5303K.oN taC tiK noitacifiruP leG)
  .ﺗﻮاﻟﻲ ﮔﺮدﻳﺪ
                                                            
 regnaS 3
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٢١
 
 rotceV-T ﻋﻨـﻮان  ﺑـﻪ  R75ZTp ﺟﻬﺖ واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ tresnI ﻋﻨﻮان ه از ژل ﺑﻪﺷﺪﺑﺨﺸﻲ از ﻗﻄﻌﺎت ﺧﺎﻟﺺ 
  :ﺷﺪﻧﺪ آﻣﺎده زﻳﺮ ﺻﻮرت ﺑﻪ noitagil واﻛﻨﺶ ﻫﺎي اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ و
 
  lµ 3    )Bxul( tresnI           lµ 3   )Axul( tresnI
 lµ 1   )R75ZTp( rotceV           lµ 1   )R75ZTp( rotceV
 lµ 1  )X01( reffub esagil AND            lµ 1  )X01( reffub esagil AND
 lµ 1   esagil 4T             lµ 1    esagil4T
    lµ 4                                           .W.D              lµ 4                                   .W.D
 ..…………………………………                          ........………………………………
 lµ 01   emulov latoT             lµ 01  emulov latoT
 
  
ﺷﺒﺎﻧﻪ روز و در دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ و در روز ﺑﻌﺪ ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﭘﺲ  ﻳﻚ ﺑﻤﺪتواﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل  
 01POTﺳﻮﻳﻪ  iloc.Eﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ﺑﻪاز آﻣﺎده ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﭘﺬﻳﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و در ﻃﻲ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﻴﻮن 
  .اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺘﻨﺪ
  
  ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﻛﻠﻮن ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ -2-7
و آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﺑﺮ اﺳﺎس ﺷﻜﻞ ﮔﻴﺮي ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي آﺑﻲ و  GTPIو  lag-x ﺟﺪ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي در ﻣﺤﻴﻂ وا 
. ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﺻﺤﺖ ﺣﻀﻮر ژن ﺷﻮدﻣﻲ  ﻇﺎﻫﺮ ﭘﻠﻴﺖ روي ﺑﺮ ﺳﺎﻋﺖ 42 ﮔﺬﺷﺖ  از ﺳﻔﻴﺪي ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ  ﭘﺲ
 ﺻﻮرت ﺑﻪ  ﺳﻴﻠﻴﻦ آﻣﭙﻲ ﻣﺎﻳﻊ واﺟﺪ BL ﻣﺤﻴﻂ ﺳﻔﻴﺪ ﻣﻮﺟﻮد روي ﭘﻠﻴﺖ در ﻫﺎي ﺗﻌﺪادي از ﻛﻠﻨﻲ Bxulو  Axulﻫﺎي 
  .ﺷﺪ داده ﻛﺸﺖ ﺳﺎﻋﺖ 61 -21ﻄﻲ و ﺑﻪ ﻣﺪت ﺧ
از واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻲ  rotcev -Tﺟﻬﺖ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻗﻄﻌﻪ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در  ،ﭘﺲ از ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ  R75ZTpﻣﺮﻳﺰاﺳﻴﻮن ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل ﺧﺎص 
  .ﭘﺬﻳﺮﻓﺖﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎ اﻧﺠﺎم  5´ﻌﺒﻴﻪ ﺷﺪه در اﻧﺘﻬﺎي اﻻﺛﺮ ﺗ ﻫﺎي ﺑﺮﺷﻲ ﻣﺤﺪود آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ
 5΄ﺗﺮﺗﻴﺐ  در ﺳﻤﺖ  ﺑﻪI HmaB و I npKﺷﺮاﻳﻂ اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
  5΄ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ  در ﺳﻤﺖ  I RocEو  I HmaBوﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻤﻬﺎي   Axulژن  esreveR و  drawroFﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  
  Axulﺧﺎرﺟﻲ  ANDﺑﺼﻮرت زﻳﺮ اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺘﻪ و در ﻧﺘﻴﺠﻪ ﻗﻄﻌﺎت    Bxulژن  esreveR و  drawroFﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي 
 از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ. Bxulو
          lµ 5   Bxul/R75ZTp                      lµ 5   Axul/R75ZTp
       lµ 01   )X2( ognaT reffub                    lµ 5/2  )X 5/0( )oiB arakaT( reffub K
 lµ 1   )satnemref( IHmaB                         lµ 1   )oiB arakaT( IHmaB
 lµ 1   )satnemref( 1RocE                        lµ 1   )oiB arakaT( InpK
    lµ33    .W.D                       lµ 5/04    W.D
 
 
 ٣١(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 gyh / +1.3ANDcpر وﻛﺘﻮر د  Axulﻗﻄﻌﻪ  ﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  -2-8
واﻛﻨﺸﻬﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ  gyh / +1.3ANDcp ( در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ Axul) tresniﺟﻬﺖ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻗﻄﻌﻪ 
  tresniﺑﺮاي وﻛﺘﻮر و ﻗﻄﻌﻪ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ . اﻳﻦ واﻛﻨﺶ ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ  InpK / IHmaB آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
  ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ .   Axulاﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺘﻪ و ﻗﻄﻌﻪ  ﺮﺑﺼﻮرت زﻳ   Axul/R75ZTpﺗﻮﺳﻂ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
  lµ 5   Axul/R75ZTp
 lµ 5    )akaraT( reffub k
 lµ 1    )arakaT( 1HmaB
  lµ 1    )arakaT( 1npK
 lµ 93    W.D
 ..…………………………………………………
  lµ 05   emulov latoT
ﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ را در ﺟﺎﻳﮕﺎه ورود ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ وﻛﺘﻮر ﻧﻴﺰ ﺑﻬﺘﺮ اﺳﺖ ﺑﺼﻮرت ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺗﺎ ﺻﺤﺖ ﺑ
در ﻫﺮ واﻛﻨﺶ ﭘﺲ از ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﺳﺎزي آﻧﺰﻳﻢ اول، آﻧﺰﻳﻢ دوم  .ﻫﺮ دو آﻧﺰﻳﻢ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻧﻤﺎﻳﺪ ﺗﺎﺛﻴﺮﺑﺮاي   Axulﻗﻄﻌﻪ 
 0/8و   1/5آﮔﺎرز اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳﭙﺲ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻗﻄﻌﻪ و وﻛﺘﻮر ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ روي ژل 
 taC tiK noitacifiruP leGﺗﺨﻠﻴﺺ ژل ﺷﺮﻛﺖ )  ژل، ﺗﻮﺳﻂ ﻛﻴﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﺑﺮش از اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز درﺻﺪ
   ﺟﺪا ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ. ،( از ﺳﺎﻳﺮ اﺟﺰاء واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ1-5303K.oN
ﮕﺮدﻳﺪه و ﻣﻨﺘﻘﻠﭘﺲ از آﻣﺎده ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺷﺪه 
ﻗﺮار داده ﺷﺪ . درﺟﻪ   73ﺷﺒﺎﻧﻪ روز در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر  ت ﻳﻚﻣﺪﻪ ﻫﺎي آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﭘﺨﺶ و ﺑ روي ﭘﻠﻴﺖ
ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ و ﺳﭙﺲ  BLﻫﺎي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه  در ﻣﺤﻴﻂ  در روز ﺑﻌﺪ ﺗﻚ ﻛﻠﻮﻧﻲ
ﻫﺎي  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻧﻤﻮﻧﻪ 5اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. ﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، ﻣﻴﺰان 
 0/8ﺑﺪون ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرﺟﻲ )ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل(، ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز  gyh / +1.3ANDcp وﻛﺘﻮراﺳﺘﺨﺮاﺟﻲ ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه 
  اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ.درﺻﺪ 
  gyh / +1.3ANDcPدر وﻛﺘﻮر   Axulﺗﺎﺋﻴﺪ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ژن -2-9
  ﺑﻪ ﺳﻪ ﻃﺮﻳﻖ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ:   gyh / +1.3ANDcpدر وﻛﺘﻮر   Axulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ  ﺗﺄﻳﻴﺪ
 ي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎ  ﺗﻮﺳﻂ   RCPواﻛﻨﺶ -1
  +1.3ANDcp ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل ﺧﺎص وﻛﺘﻮر  ﺗﻮﺳﻂ   RCPواﻛﻨﺶ  -2
  .وﻛﺘﻮر ﺑﻪ ﺷﺮح زﻳﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ   ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل  RCPواﻛﻨﺶﺷﺮاﻳﻂ 
  
 )X1( lµ3  )X01( reffuB RCP
  lµ 1   )Mm01( pTNd
  lµ 1  )Mm 05( 2lcgM
  lµ 1   F/R remirP
  lµ 1    BAxul/R75ZTp
 )U1( lµ 52/0  esaremylop AND qaT
 lµ  32       .W.D
  ..................................................................................................................................................
  emulov latoT      lµ 03      
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٤١
 
  75، ﺛﺎﻧﻴﻪ ، اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮ 04درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤﺪت  49واﺳﺮﺷﺘﻪ ﺳﺎزي ، ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﺎل ﺳﺎﻳﻜﻠﺮ ﺑﺘﺮﺗﻴﺐ 
ﭼﺮﺧﻪ ﺑﻮده  03دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮاي  1درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤﺪت  27  دﻗﻴﻘﻪ وﺑﺮاي ﺑﺴﻂ واﻛﻨﺶ 1درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻤﺪت 
  اﺳﺖ.   
 73در دﻣﺎي  InpKو  IHmaBاز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻮﺳﻂ دو آﻧﺰﻳﻢ   Axul واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ و ﺧﺎرج ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﻪ -3
  ﺳﺎﻋﺖ ﻛﺎﻣﻞ ﮔﺮدﻳﺪ.  3و در ﻃﻲ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 
  
  lµ 5  Axul /  gyh / +1.3ANDcp
  lµ5 )X1( )oiB arakaT( reffub K
 lµ 1  )oiB arakaT( IHmaB
 lµ 1    InpK
 lµ83     .W.D
 
 
 oen / +1.3andcpدر وﻛﺘﻮر   Bxulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ  -2-01
واﺟﺪ  oen / +1.3ANDcpوﻛﺘﻮر  ﻛﻪ ﺑﺎ اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت اﺳﺖ  gyh / +1.3ANDcpﺧﺼﻮﺻﻴﺎت اﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﻣﺸﺎﺑﻪ وﻛﺘﻮر 
واﺟﺪ ژن ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ   gyh / +1.3ANDcp وﻟﻲ وﻛﺘﻮرژن ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ 
ﭼﻨﻴﻦ ﺷﺮاﻳﻄﻲ اﻣﻜﺎن اﻧﺘﺨﺎب ﺳﻠﻮل ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ واﺟﺪ ﻫﺮ دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ را ﭘﺲ از اﻧﺠﺎم . ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ اﺳﺖ
 اﺣﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲ ﺳﺎزد . ﻣﺮ
واﻛﻨﺸﻬﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ  oen / +1.3ANDcp ( در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ Bxul) tresniﺟﻬﺖ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻗﻄﻌﻪ 
  tresniﺑﺮاي وﻛﺘﻮر و ﻗﻄﻌﻪ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. اﻳﻦ واﻛﻨﺶ ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ  IHmaB , 1RocE آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
 ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ . R75ZTp از وﻛﺘﻮر Bxulو ﻗﻄﻌﻪ  اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ Bxul/R75ZTp ﺗﺮﻛﻴﺐﺗﻮﺳﻂ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮ
  lµ 5   Bxul/R75ZTP
 lµ 5    reffub K
 lµ 1     1HmaB
  lµ 1    1npK
 lµ 93     .W.D
 ..…………………………………………………
  lµ 05   emulov latoT
 
ﺻﺤﺖ ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ را در ﺟﺎﻳﮕﺎه ورود ﻗﻄﻌﻪ  ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ وﻛﺘﻮر ﻧﻴﺰ ﺑﻬﺘﺮ اﺳﺖ ﺑﺼﻮرت ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﻴﺮد ﺗﺎ 
ﻫﺮ دو آﻧﺰﻳﻢ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻧﻤﺎﻳﺪ. در ﻫﺮ واﻛﻨﺶ ﭘﺲ از ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﺳﺎزي آﻧﺰﻳﻢ اول ، آﻧﺰﻳﻢ دوم اﺿﺎﻓﻪ  ﺗﺎﺛﻴﺮﺑﺮاي   Bxul
ﻣﺤﺼﻮﻻت واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺷﺪه  ،ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺲ از آﻣﺎده ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
 73ﺷﺒﺎﻧﻪ روز در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺳﭙﺲ ﺑﻤﺪت ﻳﻚ  .آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ وارد ﮔﺮدﻳﺪﻫﺎي  ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻮرم و ﺑﻪ ﭘﻠﻴﺖ
ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ  BLﻫﺎي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه در ﻣﺤﻴﻂ  ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. در روز ﺑﻌﺪ ﺗﻚ ﻛﻠﻮﻧﻲدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 
 5ﻣﻴﺰان  ﺖ. ﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ،ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓ
 ٥١(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
ﺑﺪون ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرﺟﻲ )ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل(، ﺑﺮ  oen/ +1.3ANDcPوﻛﺘﻮرﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاﺟﻲ ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻧﻤﻮﻧﻪ
  .اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪدرﺻﺪ  0/8روي ژل آﮔﺎرز 
  
  oen / +1.3ANDcpدر وﻛﺘﻮر   Bxulﺗﺎﺋﻴﺪ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ژن-2-11
 و وﻛﺘﻮر ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ   ﺑﺎ   RCP اﻛﻨﺶو ﺗﻮﺳﻂ  oen / +1.3ANDcpدر وﻛﺘﻮر   Bxulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ 
از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ   Bxul ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻮﺳﻂ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ و ﺧﺎرج ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﻪ  و  ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  ﺗﻮﺳﻂ   
  ﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ .  IHmaBو   IRocE ﺗﻮﺳﻂ دو آﻧﺰﻳﻢ    Bxul / oen / +1.3ANDcp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ :   درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﺸﺮح ذﻳﻞ 73 ﺳﺎﻋﺖ و در دﻣﺎي 3 ﻣﺪتواﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻃﻲ 
  lµ 5   Bxul / oen / +1.3ANDcp
  lµ01  )X2( )sanemref( ognaT reffuB
 lµ 1    )satnemref( IHmaB
 lµ 1    )satnemref( IRocE
   lµ33      .W.D
 
  (noitcefsnarT)ﺳﺎزه ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ  اﻧﺘﻘﺎل -2-21
ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ اﻳﻦ  و ﻗﺒﻞ از  oen / +1.3ANDcp Bxul/و  gyh / +1.3ANDcp/ Axulﻴﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﭘﺲ از ﺗﺎﺋ
  :ﻣﻲ ﺷﻮدﺳﺎزه ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ  ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ زﻳﺮ ﻋﻤﻞ 
اﻧﻜﻮﺑﻪ  درﺟﻪ 73ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪه و در دﻣﺎي   BLﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ ﺑﺼﻮرت ﺷﺒﺎﻧﻪ در ﻣﺤﻴﻂ -1
 دﻳﺪ . ﮔﺮ
ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ اﻧﺘﻘﺎل داده و ﻛﺸﺖ   BLﺳﻲ ﺳﻲ ﻣﺤﻴﻂ  05ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ را ﺑﻪ ﻳﻚ ارﻟﻦ ﺣﺎوي -2
 اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮ ﻗﺮار داده ﺷﺪ .  درﺟﻪ  73ﻣﺠﺪد ﺑﺼﻮرت ﺷﺒﺎﻧﻪ در دﻣﺎي 
 .( ﺗﺨﻠﻴﺺ ﮔﺮدﻳﺪreenoiB)ﻛﻴﺖ ﺷﺮﻛﺖ  perP idiMدر روز ﺑﻌﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎ ﺑﺼﻮرت -3
  ﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺮﻳﻚ از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ و ﻛﻨﺘﺮل ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ .ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم ﻣﺮاﺣﻞ ﺗ-4
 
  ﻣﺮاﺣﻞ اﺳﺘﺨﺮاج  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻮﺳﻂ ﻛﻴﺖ -2-31
درﺟﻪ  4ودر دﻣﺎي  0004mprدﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ دور  51 ﺑﻤﺪتﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  05lmﻣﻘﺪار -1
 ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮﻳﺪه و ﻣﺤﻴﻂ ﺑﺼﻮرت ﻛﺎﻣﻞ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ .
ورﺗﻜﺲ و ﭘﻴﭙﺖ ﻛﺎﻣﻼ ﺑﺼﻮرت ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن در ﻣﻲ آﻣﺪ  ﺑﻮﺳﻴﻠﻪرا ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ و از  1 از ﺑﺎﻓﺮ  3 lmﻣﻘﺪار-2
 .
دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي اﺗﺎق  5ﺷﺪه ، ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺪت  را اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده و ﺑﻪ آراﻣﻲ ﻟﻮﻟﻪ ﻣﻌﻜﻮس  2از ﺑﺎﻓﺮ   3 lmﻣﻘﺪار -3
 ژﻧﻮﻣﻲ ﻣﻲ ﺷﻮد.    ANDﺎﺑﻧﮕﻬﺪاري ﻣﻲ ﮔﺮدد. در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧﺒﺎﻳﺪ ورﺗﻜﺲ اﻧﺠﺎم ﮔﻴﺮد زﻳﺮا ﺳﺒﺐ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪن 
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٦١
 
دﻗﻴﻘﻪ  5ﺑﺎر ﻟﻮﻟﻪ ﺑﻪ آراﻣﻲ ﻣﻌﻜﻮس ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺪت  5-7را اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده و ﻓﻮرا  3از ﺑﺎﻓﺮ   3 lmﻣﻘﺪار -4
ژﻧﻮﻣﻲ و ﺳﺎﻳﺮ اﺟﺰاء ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺼﻮرت ﻳﻚ ﺗﻮده ﺳﻔﻴﺪ رﻧﮓ ﻗﺎﺑﻞ  ANDروي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪ. در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ 
 ﺎﻳﺮ اﺟﺰاء ﻣﺨﻠﻮط ﻧﮕﺮدد.ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎ ﺳ ANDﻣﺸﺎﻫﺪه ﻫﺴﺘﻨﺪ. ﺑﺎﻳﺪ دﻗﺖ ﺷﻮد ﻛﻪ 
ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ . ﭘﺲ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺗﺠﻤﻊ  00031mprﺑﺎ دور  درﺟﻪ 4دﻗﻴﻘﻪ و در دﻣﺎي  5ﺗﻴﻮپ ﺑﻪ ﻣﺪت -5
 ﺳﻔﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻇﺎﻫﺮ ﻣﻲ ﺷﻮد.  
 ﻟﻴﺰات ﺑﻪ ﻓﻴﻠﺘﺮ ﺳﺮﻧﮓ اﻧﺘﻘﺎل داده و دﻫﺎﻧﻪ در ﺑﺎﻻي ﺳﺮﻧﮓ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ .-6
 ﺗﺰرﻳﻖ ﺷﺪ .  4 ANDﻪ ﻣﺤﺘﻮﻳﺎت درون ﺳﺮﻧﮓ ﺑﻪ ﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑ-7
  .ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ 0053mprدﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي اﺗﺎق و ﺑﺎ دور  3ﺑﻪ ﻣﺪت   ANDﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ -8
 ﻗﺮار داده ﺷﺪ. 05lm  5روي ﺗﻴﻮپ آزﻣﺎﻳﺶ   ANDﻣﺎﻳﻊ زﻳﺮﻳﻦ دور رﻳﺨﺘﻪ و ﻣﺠﺪدا ﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ -9
دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي اﺗﺎق و  3اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده و ﺑﻪ ﻣﺪت ﺑﻪ ﻣﺪت   ANDﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ  4از ﺑﺎﻓﺮ  01  lmﻣﻘﺪار-01
 ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪ. 0053mprﺑﺎ دور 
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. در  05lmروي ﺗﻴﻮپ آزﻣﺎﻳﺶ     ANDﻣﺠﺪدا ﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ  و ﻣﺎﻳﻊ زﻳﺮﻳﻦ را دور رﻳﺨﺘﻪ-11
 اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧﻤﻚ ﻫﺎ و اﺟﺰاي ﻣﺤﻠﻮل ﺟﺪا ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ . 
 .درا ﺗﻜﺮار ﮔﺮد 11و  01ﻣﺮاﺣﻞ -21
دﻗﻴﻘﻪ ﺟﻬﺖ ﺑﺮداﺷﺖ اﺿﺎﻓﻪ  5ﺑﺮاي ﻣﺪت  0053mprﺑﺎ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﻣﻀﺎﻋﻒ   ANDﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ -31
 اﺗﺎﻧﻮل ﺧﺸﻚ ﮔﺮدﻳﺪ . 
 دﻳﮕﺮ اﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪ . 05lmﺑﻪ ﺗﻴﻮپ آزﻣﺎﻳﺶ   ANDﺗﻴﻮپ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ -41
   6دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮاي ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي 5اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده و ﻣﺪت   ANDرا ﺑﻪ ﻣﺮﻛﺰ ﻓﻴﻠﺘﺮ اﺗﺼﺎﻟﻲ ﺑﻪ  5از ﺑﺎﻓﺮ  1 lmﻣﻘﺪار-51
. زﻣﺎن داده ﺷﺪ. اﮔﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻏﻠﻴﻆ ﺗﺮي ﻣﻮرد ﻧﻴﺎز ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻘﺪار ﻛﻤﺘﺮي ﺑﺎﻓﺮ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي اﺿﺎﻓﻪ ﻣﻲ ﮔﺮدد
ﻣﺤﺼﻮل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻛﺎﻓﻲ ﻧﺨﻮاﻫﺪ  ،ﺑﺎﺷﺪ 01  bkازﻳﺎ ﺑﺰرﮔﺘﺮ  داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ وﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﮔﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻌﺪاد ﻛﭙﻲ ﻛﻤﻲ 
 ﺗﺎ ﻛﺎراﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴﺺ اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﺑﺪ . ﺷﻮدرﺟﻪ ﮔﺮم ﻣﻲ د 06ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻣﺤﺼﻮل ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي در دﻣﺎي  .ﺑﻮد
دﻗﻴﻘﻪ و در دﻣﺎي اﺗﺎق ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪ. ﺑﺮاي ﺑﺪﺳﺖ آوردن ﻛﻴﻔﻴﺖ  5ﺑﻪ ﻣﺪت   0053mprﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ دور -61
  ﺑﺎﻻﺗﺮي از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻤﻮﻧﻪ دو ﺑﺎر ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي و ﺳﭙﺲ ﺗﻐﻠﻴﻆ ﻣﻲ ﮔﺮدد . 
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 7ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ -2-41
( 313136.oN .taC ,  tiK noitcefsnarT nailammaM ™sohPlaCﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ )ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ از ﻛﻴ
  اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. 
در ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي  ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﻗﺮار ﮔﻴﺮﻧﺪ و در روز و ﻓﻼﺳﻚ ﻛﺸﺖ  ، درروز ﻗﺒﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻳﻚﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺑﺎﻳﺪ  -
 ﻣﻮﺟﻮد ﺑﺎﺷﺪ. 53mm در ﭘﻠﻴﺖ ﺑﺎﻳﺪ ﺳﻠﻮل   501×4% ﺑﺎﺷﻨﺪ. ﻣﻌﻤﻮﻻ  05-08ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ 
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ  2اﻟﻲ ﺳﻪ ﺳﺎﻋﺖ ﻗﺒﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ، ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ در ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ ﺑﺎ ﺑﻴﻦ ﻧﻴﻢ  -
 ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ .  53 mmﺗﺎزه در ﻫﺮ ﭘﻠﻴﺖ  
 ﺑﺼﻮرت ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ در ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮپ ﻫﺎي اﺳﺘﺮﻳﻞ آﻣﺎده ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ .  Bو  Aﺑﺮاي ﻫﺮ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي  -
 
 
 
ﺑﺎ دﻗﺖ و  -
 ﺑﺼﻮرت ﻗﻄﺮه ﻗﻄﺮه اﺿﺎﻓﻪ ﻣﻲ ﮔﺮدد . Aرا ورﺗﻜﺲ ﻧﻤﻮده، در ﺣﺎﻟﻴﻜﻪ ﻣﺤﻠﻮل  Bآراﻣﻲ ﻣﺤﻠﻮل 
 دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي اﺗﺎق اﻧﻜﻮﺑﻪ ﮔﺮدﻳﺪ . 02ﻣﺪت  ﺑﻪﻣﺤﻠﻮل ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ   -
 µlﻣﺤﻠﻮل ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻗﻄﺮه ﻗﻄﺮه ﺑﻪ ﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ )ﻣﻘﺪار ﺑﻪ آراﻣﻲ ﻣﺤﻠﻮل ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ را ورﺗﻜﺲ ﻧﻤﻮده و -
 اﺿﺎﻓﻪ ﻣﻲ ﮔﺮدد( .   53  mmﭘﻠﻴﺖﺑﻪ ﻫﺮ   از ﻣﺤﻠﻮل ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ 0002
 ﺗﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺑﺼﻮرت ﻣﺴﺎوي ﺗﻮزﻳﻊ ﮔﺮدد.  دادهﺑﻪ آراﻣﻲ ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ ﺑﻪ ﺟﻠﻮ وﻋﻘﺐ ﺣﺮﻛﺖ  -
 ﮔﻴﺮد. ﻲﻗﺮار ﻣ 2oCدر اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر  73˚ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 21اﻟﻲ  2ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت  -
 ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ . 9)X1(SBPﻓﺴﻔﺎت را ﺧﺎرج ﻧﻤﻮده و ﺳﻠﻮل ﻫﺎ  ﺑﺎ  –ﻣﺤﻴﻂ ﺣﺎوي ﻛﻠﺴﻴﻢ  -
ﺗﺎ زﻣﺎن ﻻزم درﺟﻪ   73ﺳﻲ ﺳﻲ ﻣﺤﻴﻂ رﺷﺪ ﻛﺎﻣﻞ واﺟﺪ ﺳﺮم ﺗﺎزه ﺗﻐﺬﻳﻪ ﺷﺪه و در دﻣﺎي  2ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ  ﺑﺎ  -
 ﻧﮕﻬﺪاري ﻣﻲ ﮔﺮدد . 
ﺳﺎﻋﺖ اﻧﻜﻮﺑﺎﺳﻴﻮن ﺑﺮرﺳﻲ  27اﻟﻲ  42ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ ، ﺑﻴﺎن ﻣﻮﻗﺖ ژن ﻳﺎ آﻏﺎز اﻧﺘﺨﺎب ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ ﻫﺎي ﭘﺎﻳﺪار -
 ﮔﺮدﻳﺪ . 
 
  ANRاﺳﺘﺨﺮاج  -2-51
و  oen / +1.3ANDcp Bxul/و  gyh / +1.3ANDcp/  Axulﭘﺲ از ﻃﻲ ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ و اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي 
رﺷﺪ داده  %01SCFو  IMPR، ﺳﻠﻮل ﻫﺎ در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ  3T3 HINﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي   +1.3ANDcp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻛﻨﺘﺮل
ﻲ ﻛﻪ در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺗﻚ ﻻﻳﻪ اي رﺷﺪ ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ ﺗﻮﺳﻂ ﺋﻳﻨﻜﻪ ﻛﻴﻔﻴﺖ رﺷﺪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از ا
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ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  TR 01  اﺳﺘﺨﺮاج و ﺑﺎ واﻛﻨﺶ 3T3 HINﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ANRﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ،   trevnIﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﻮپ  
زﻧﺠﻴﺮه  ﺳﻨﺘﺰ ﺷﺪه در واﻛﻨﺶ ANDcﻣﺘﻌﺎﻗﺒﺎ از  .( ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪANDcﻣﻜﻤﻞ ) ANDﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  ANRmاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ از 
  اي ﭘﻠﻲ ﻣﺮازي ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﺎت ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ.
اﻧﺠﺎم  tiK iniM ysaeNR NEGAIQ، ANRﻣﻄﺎﺑﻖ ﭘﺮوﺗﻮﻛﻞ زﻳﺮ و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻛﻴﺖ اﺳﺘﺨﺮاج   ANRاﺳﺘﺨﺮاج 
  ﮔﺮﻓﺖ:
 دﻗﻴﻘﻪ ﺳﻠﻮل 5ﻣﺪت  ﺑﻪmpr 0003 ، ﺳﻠﻮل ﻫﺎ از ﺳﻄﺢ ﻓﻼﺳﻚ ﻛﻨﺪه ﺷﺪه و ﺑﻌﺪ ﺑﺎ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ reparcs llecﺗﻮﺳﻂ  -
  ﻫﺎ رﺳﻮب داده ﺷﺪه و ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﻛﻪ ﻣﺤﺘﻮﻳﺎت ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺑﻮدﻧﺪ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ.
اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ ﺗﺎ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ  TLRاز ﺑﺎﻓﺮ  006µlﺑﻪ رﺳﻮب ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺮ اﺳﺎس ﻣﻘﺪار ﺗﻘﺮﻳﺒﻲ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي رﺷﺪ ﻛﺮده،  -
 ﻫﻀﻢ ﺷﻮﻧﺪ. ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ورﺗﻜﺲ ﺷﺪه و ﺑﺎ اﻧﺠﺎم ﭘﻴﭙﺘﺎژ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪﻧﺪ ﺗﺎ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻫﻤﻮژن در آﻳﻨﺪ.
 ﺑﺨﻮﺑﻲ ﺑﺎ ﭘﻴﭙﺘﺎژ ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدﻳﺪ.   و ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ ٪07ﻠﻮل ﻟﻴﺰ ﺷﺪه ﺣﺎﺻﻞ، اﺗﺎﻧﻮل ﻫﻢ ﺣﺠﻢ ﺳ -
  ﺛﺎﻧﻴﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ. 51و ﺑﻪ ﻣﺪت  mpr 00001دوراﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪ و ﺑﺎ  ysaeNRﻣﺨﻠﻮط ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه ﺑﻪ ﺳﺘﻮن  -
ﺛﺎﻧﻴﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ  51ﻣﺪت  و ﺑﻪ mpr 00001دورﺑﻪ ﺳﺘﻮن اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه و ﺑﺎ  EPRدور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪه و ﺑﺎﻓﺮ  11زﻳﺮﻳﻦ ﻣﺎﻳﻊ -
  ﮔﺮدﻳﺪ.
و  mpr 00001دورﺑﺎ ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﺳﺘﻮن اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و  EPRزﻳﺮﻳﻦ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪه و ﺑﺮاي دوﻣﻴﻦ ﺑﺎر ﺑﺎﻓﺮ  ﻣﺠﺪدا ﻣﺎﻳﻊ -
  دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ. 2ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﺑﻪ ﺳﺘﻮن اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه و ﺑﺎ  esaNRاﺳﺘﺮﻳﻞ ﻗﺮار داده و از آب ﻓﺎﻗﺪ  1/5 lmﺳﺘﻮن را ﺑﺮروي ﻳﻚ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب -
  ﺳﻠﻮل ﻫﺎ اﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﻳﺪ. ANRاز اﻳﻦ ﻃﺮﻳﻖ   دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ 1و ﺑﻪ ﻣﺪت  mpr00001دور
ﻣﻜﻤﻞ  ANDﺑﺮاي ﻧﺴﺨﻪ ﺑﺮداري ﻣﻌﻜﻮس و ﺗﻬﻴﻪ  TR، در واﻛﻨﺶ 3T3 HINاﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ANR  -
  ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. ﻣﻘﺪار ﻣﺤﻠﻮﻟﻬﺎي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده در واﻛﻨﺶ ﺑﻪ ﺻﻮرت زﻳﺮ اﺳﺖ:
  
  
ﺗﺮﻛﻴﺐارﻣﻘﺪ
 ANR lµ01
) mM001( PTNd lµ 1
 esatpircsnarT esreveR esatpircsnart esrever III tpircSrepuS )tinu 001( lµ 5/0
 )cificeps( sremirP lµ 1
 x5 reffuB TR lµ 4
 .W.D lµ 5/3
 emulov latoT lµ 02
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ﻮس ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﺎت ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻪ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه در واﻛﻨﺶ ﺗﺮاﻧﺲ ﻛﺮﻳﭙﺘﺎز ﻣﻌﻜ ANDc:  RCPاﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ 
 اﻟﮕﻮ ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ در واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻲ ﻣﺮاز ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. ANDﻋﻨﻮان 
 )X1( lµ3   )X01( reffuB RCP
  lµ 1       )Mm01( pTNd
  lµ 1   )Mm 05( 2lcgM
  lµ 2   F/R remirP
    lµ 5       ANDc
 )U1( lµ 52/0  esaremylop AND qaT
 lµ 81     o2Hd
  ..................................................................................................................................................
    RCP                                  emulov latoT                                                                        lµ 03 
  
  ﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ ﻓا آﻣﺎده ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻮر-2-61
ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﻧﻈﺮ ﺧﺼﻮﺻﻴﺖ ﻛﺎرﻛﺮدي ﻳﻌﻨﻲ ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ اﻧﺠﺎم ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ در 
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﺳﺘﻔﺎده از  ،3T3HINﺷﺮاﻳﻂ ﻣﺘﻔﺎوت ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي و ﺣﻀﻮر ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ )دﻛﺎﻧﺎل(
 ﺑﺮاي اﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر. ﻣﺨﺘﻠﻒ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ ﻜﻬﺎي  ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ و ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ آزﻣﺎﻳﺶﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴ
  ﺳﻪ ﻋﺪد ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ ﻛﺸﺖ ﺑﺎ ﺷﺮاﻳﻂ زﻳﺮ آﻣﺎده ﮔﺮدﻳﺪ:
ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن  oen / +1.3ANDcp Bxul/و gyh / +1.3ANDcp/  Axulﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي  ﻳﻚدر  -1
و ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن وﻟﻲ ﺑﺎ  ﺳﺎﻋﺖ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻬﺎي ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ 42ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از 
در روز ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ.  004و  003،  002،  001ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت 
% 1ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي دﻛﺎﻧﺎل ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  52 ﻧﺪ،ﺳﻠﻮﻟﻬﺎﻳﻲ ﻛﻪ در ﻣﺤﻴﻂ ﺣﺎوي ﻫﺮ دو آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ زﻧﺪه ﻣﺎﻧﺪﺑﻌﺪ ﺑﻪ 
ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ﺳﺎﻋﺖ 81و  21، 6، 2زﻣﺎﻧﻬﺎي اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻧﻮرزاﻳﻲ در 
 ﻧﻮرزا ﺑﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. 
ﺳﺎﻋﺖ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ  42ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از  gyh / +1.3ANDcp/ Axulﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  دوم، در ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ -2
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ   ﺳﭙﺲ ﻪ ﮔﺮدﻳﺪ.ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓ µlm/g 003و  002، 001ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت
 42ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  ﻧﺪ،ﺳﻠﻮﻟﻬﺎﻳﻲ ﻛﻪ دراﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ زﻧﺪه ﻣﺎﻧﺪ ﺑﻪ oen / +1.3ANDcp Bxul/
. ﺷﺪﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓﻪ  µlm/g 003و  002،  001ﺳﺎﻋﺖ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت 
، 6، 2ﻴﺘﺮ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻧﻮرزاﻳﻲ در زﻣﺎﻧﻬﺎي ﻣﻴﻜﺮوﻟ 52% و ﺑﻪ ﻣﻴﺰان 1در روز ﺑﻌﺪ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي دﻛﺎﻧﺎل 
 ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻧﻮرزا ﺑﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ .  ﺳﺎﻋﺖ 81و  21
ﺳﺎﻋﺖ آﻧﺘﻲ  42ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  oen / +1.3ANDcp Bxul/ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺳﻮم، در ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ  -3
ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺲ از  µlm/g 003و  002،  001ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت 
ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي زﻧﺪه  gyh / +1.3ANDcp/ Axulاﻧﺘﺨﺎب ﺳﻠﻮﻟﻬﺎﻳﻲ ﻛﻪ دراﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ زﻧﺪه ﻣﺎﻧﺪه اﻧﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  
و  002،  001ﺳﺎﻋﺖ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت  42ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ 
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٠٢
 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  52% و ﺑﻪ ﻣﻴﺰان 1وﭘﻠﻴﺖ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ . در روز ﺑﻌﺪ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي دﻛﺎﻧﺎل ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮ µlm/g 003
ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ﺳﺎﻋﺖ 81و  21، 6، 2اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻧﻮرزاﻳﻲ در زﻣﺎﻧﻬﺎي 
 ﻧﻮرزا ﺑﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ.
  
  ﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و وﺳﺘﺮن ﺑﻼت در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺮاﻧ  EGAP-SDSاﻧﺠﺎم ﻣﺮاﺣﻞ  -2-71
ﻳﻚ ﺧﺎﻧﻪ از ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ  ، ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﺎ ﺑﺮرﺳﻲ ﺷﺮاﻳﻂ ﻧﻮرزاﻳﻲ در ﻫﺮﻳﻚ از ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه 
و وﺳﺘﺮن ﺑﻼت در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ ﻛﻪ ﻣﺮاﺣﻞ آﻣﺎده ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم  EGAP-SDSﻧﻴﺰ ﺟﻬﺖ آزﻣﺎﻳﺸﺎت 
  اﻳﻦ آزﻣﺎﻳﺸﺎت ﺑﻪ ﻗﺮار زﻳﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ :
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮي اﺳﺘﺮﻳﻞ اﻧﺘﻘﺎل  1/5از ﻛﻒ ﻓﻼﺳﻚ ﺗﺮاﺷﻴﺪ ﺷﺪه و ﺑﻪ ﻳﻚ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮپ 21ﺮﻳﭙﺮاﺑﺘﺪا ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺗﻮﺳﻂ اﺳﻜ-
 ﻳﺎﻓﺘﻨﺪ . 
 دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪﻧﺪ. 5و ﺑﻪ ﻣﺪت  0008 mprﺷﺮاﻳﻂﺳﭙﺲ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ در 
 از ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰ ﻣﺨﺼﻮص ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ 05µlﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺑﺼﻮرت ﻛﺎﻣﻞ ﺧﺎرج ﮔﺸﺘﻪ و ﺑﻪ رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ ﻣﻘﺪار -
 ( .Mm5 sirT , %1 SDS)
 از ﻃﺮﻳﻖ اﻧﺠﺎم ﭘﻴﭙﺘﻴﻨﮓ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺼﻮرت  ﻳﻚ ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن ﻳﻜﻨﻮاﺧﺖ در آﻣﺪ .-
 ﺑﺎر ﺳﻮﻧﻴﻜﻪ ﺷﺪ . 02ﺟﻬﺖ ﻛﺎﻣﻞ ﺷﺪن ﻣﺮاﺣﻞ ﻟﻴﺰ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت -
درﺟﻪ در ﻳﻚ ﺑﺸﺮ آب  07-08دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  5از ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻮدﻳﻨﮓ ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده و ﺑﻪ ﻣﺪت  01µlﻣﻘﺪار -
 ﺷﺪ . ﺣﺮارت داده 
  آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻧﻴﺰ ﺑﺸﺮح ذﻳﻞ اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﻳﺪ: ﺑﻮﺳﻴﻠﻪو ﺗﺸﺨﻴﺺ  FDVPﻛﺎﻏﺬﻣﺮاﺣﻞ اﻧﺘﻘﺎل ﺑﻪ 
  
   31ﺗﻜﻨﻴﻚ وﺳﺘﺮن ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ -2-81
ﺑﻪ ﻃﻮر ﻛﻠﻲ در ژﻧﺘﻴﻚ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺑﻪ ﻋﻤﻞ اﻧﺘﻘﺎل ﻣﻮﻟﻜﻮل ﻫﺎي ﺗﻔﻜﻴﻚ ﺷﺪه در اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز از ژل ﺑﻪ روي ﻳﻚ 
ﻪ ﻣﻲ ﺷﻮد. ﭼﻨﺎﻧﭽﻪ ﻫﺪف  اﻧﺘﻘﺎل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي  ﺗﻔﻜﻴﻚ ﺷﺪه از روي ژل ﺑﻪ ﻏﺸﺎ وﻳﮋه ﺑﻼت ﻛﺮدن  ﻳﺎ ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ ﮔﻔﺘ
  . (8991 ,odiF dna yrwehS) ﻏﺸﺎ ﺑﺎﺷﺪ ﺑﻪ ﺗﻜﻨﻴﻚ وﺳﺘﺮن ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ اﻃﻼق ﻣﻲ ﮔﺮدد
و   هژل از دﺳﺘﮕﺎه ﺑﻴﺮون آورده ﺷﺪ ﺑﻌﺪ از ﻟﻮد ﻛﺮدن ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ در ژل ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ و ﺧﺎﺗﻤﻪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز،-1
در اﺑﻌﺎد ژل ﺑﺮﻳﺪه و در ﺑﺎﻓﺮ  FDVPﺷﺶ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ و ﻳﻚ ﻛﺎﻏﺬ  ﻣﻲ ﺷﻮد. ﺳﭙﺲﺮﻳﺪه ﻗﺴﻤﺖ ﻫﺎي اﺿﺎﻓﻲ ژل ﺑ
  ﻗﺮار داده ﺷﺪ . (reffub nibwoT 1X)ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮ
ﺳﻪ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ آﻏﺸﺘﻪ ﺑﻪ ﺑﺎﻓﺮ در ﻛﻒ دﺳﺘﮕﺎه ﺳﻤﻲ دراي ﻛﻪ از ﺑﺎﻓﺮ ﭘﺮ ﺷﺪه اﺳﺖ ﻗﺮار داده ﺷﺪ و ﺳﭙﺲ روي -2
ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه روي ﻛﺎﻏﺬ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ )در  اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺳﭙﺲ ژل  .آﻏﺸﺘﻪ ﺑﻪ ﺑﺎﻓﺮ ﮔﺬاﺷﺘﻪ ﺷﺪ  FDVPآن ﻛﺎﻏﺬ 
                                                            
 reparcS lleC 21
 gnitttolB nretseW 31
 ١٢(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺳﻪ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ آﻏﺸﺘﻪ ﺑﻪ ﺑﺎﻓﺮ ﺑﺎﻗﻲ  .ﺑﺎﻳﺪ دﻗﺖ ﺷﻮد ﻛﻪ ﻫﻴﭻ ﺣﺒﺎﺑﻲ ﺑﻴﻦ ﻛﺎﻏﺬ و ژل وﺟﻮد ﻧﺪاﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ(
  ﻣﺎﻧﺪه روي ژل ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ .
ﻻ و ﻗﻄﺐ ﻣﺜﺒﺖ در ﻣﻴﻠﻲ آﻣﭙﺮ  ﺑﺮﻗﺮار ﺷﺪ ) در دﺳﺘﮕﺎه ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﻄﺐ ﻣﻨﻔﻲ در ﺑﺎ 002وﻟﺖ و  01ﺟﺮﻳﺎن-3
ﭘﺎﻳﻴﻦ ﻗﺮار دارد و از آﻧﺠﺎﺋﻴﻜﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ داراي ﺑﺎر ﻣﻨﻔﻲ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﺑﻪ ﺳﻤﺖ ﻗﻄﺐ ﻣﺜﺒﺖ ﻛﻪ در ﭘﺎﻳﻴﻦ ﻗﺮار دارد 
  ﺻﻮرت ﻣﻲ ﮔﻴﺮد.( FDVPﺣﺮﻛﺖ ﻣﻲ ﻛﻨﻨﺪ وﺑﻪ اﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ اﻧﺘﻘﺎل ﺑﻪ ﻛﺎﻏﺬ 
اﻧﺘﻘﺎل داده    rekil soorc VUدﺳﺘﮕﺎهاز ژل و ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ ﺟﺪا ﺷﺪه و ﺑﻪ  FDVPﺳﺎﻋﺖ ﻛﺎﻏﺬ  2ﺑﻌﺪ از ﮔﺬﺷﺖ -4
  ﺷﺪ ﺗﺎ ﺑﺎﻧﺪﻫﺎي اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺗﺜﺒﻴﺖ ﮔﺮدﻧﺪ .
از ﻇﺮف   TSBTﺷﺴﺘﺸﻮ ﺷﺪ ،   002mpr دﻗﻴﻘﻪ در ﺷﻴﻜﺮ ﺑﺎ دور  01ﺑﻪ ﻣﺪت   X1TSBTﻛﺎﻏﺬ ﻣﺬﻛﻮر ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل -5
ﺑﻪ  X1SBTﺑﺎدﻗﻴﻘﻪ ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺷﺪ، ﻋﻤﻞ ﺷﺴﺘﺸﻮ    01ﺑﻪ ﻣﺪت  X1TSBTﺧﺎرج ﺷﺪ وﻛﺎﻏﺬ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﻳﻚ ﺑﺎر دﻳﮕﺮ ﺑﺎ  
  دﻗﻴﻘﻪ ﭘﻴﮕﻴﺮي ﺷﺪ. 01ﻣﺪت 
  ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ.   08  mprﺳﺎﻋﺖ درﺷﻴﻜﺮ ﺑﺎ دور  1ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﺪت   gnikcolBﻣﺤﻠﻮلﻛﺎﻏﺬ ﺑﻪ ﻇﺮف ﺣﺎوي -6
  ﺗﻜﺮار ﮔﺮدﻳﺪ. 5ﻣﺮاﺣﻞ ﺷﺴﺘﺸﻮ ﻃﺒﻖ ﻣﺮاﺣﻞ ذﻛﺮ ﺷﺪه در ﻣﺮﺣﻠﻪ -7
)رﻗﺖ 1/0001(  ﺑﺎ رﻗﺖ PRHآﻧﺘﻲ ﺑﺎدي  ﭘﻠﻲ ﻛﻠﻮﻧﺎل ﻋﻠﻴﻪ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي )ﻛﺎﻧﺠﻮﮔﻪ ﺑﺎ -8
ﻣﺤﻠﻮل  006 μl وX1SBT    02  ccﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪ .( در gnittolB toDﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﺳﻂ روش  
ﺳﺎﻋﺖ در  2در آن ﻗﺮار داﺷﺖ اﻓﺰوده ﮔﺸﺘﻪ و  ﺑﻪ ﻣﺪت  FDVP ﺑﻪ ﻇﺮﻓﻲ ﻛﻪ ﻛﺎﻏﺬ و ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ  gnikcolB
 اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮ دار ، ﻗﺮار داده ﺷﺪ.
  ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ.  002  mpr  دﻗﻴﻘﻪ در ﺷﻴﻜﺮ ﺑﺎ دور 01ﺑﻪ ﻣﺪت   X1TSBTﻣﺮﺗﺒﻪ ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل  5 FDVPﻛﺎﻏﺬ  - 9
ﺳﻲ ﺳﻲ آب ﻣﻘﻄﺮ آﻣﺎده ﮔﺮدﻳﺪ و ﻛﺎﻏﺬ در آن ﻗﺮار داده ﺷﺪ  02ﺑﺎ  6.7=Hpﻣﻮﻻر ﺑﺎ  1ﺗﺮﻳﺲ   005µlﻣﻘﺪار   -01
ﻇﺮف دور از ﺗﺎﺑﺶ ﻧﻮر  ﺑﻄﻮر ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ ، ﭘﺲ از ﺑﺴﺘﻦ درب BAD، ﺳﭙﺲ ﭘﺮاﻛﺴﻴﺪ ﻫﻴﺪروژن و 
  ﺷﺪﻧﺪ .   ekahSدﻗﻴﻘﻪ  01و ﺑﻪ آراﻣﻲ ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ و ارزﻳﺎﺑﻲ  FDVPﭘﺲ از ﺷﺴﺘﺸﻮي ﻛﺎﻏﺬ ﺑﺎ آب دﻳﻮﻧﻴﺰه ﺑﺎﻧﺪ ﻗﻬﻮه رﻧﮓ ﻇﺎﻫﺮ ﺷﺪه ﺑﺮ روي ﻛﺎﻏﺬ  - 1
 ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ.
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  ﻧﺘﺎﻳﺞ-3
  ﻛﺸﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي  -3-1
ﻛﺸﺖ ﺳﺎﻋﺖ  42ﺑﻤﺪت   02-52ºCﺸﺖ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و در دﻣﺎي در ﻣﺤﻴﻂ ﻛ  )4477CCTA(ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي
 –ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺎ روش ﻓﻨﻮل  ANDاﺳﺘﺨﺮاج  .روي ﭘﻠﻴﺖ، ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻧﻮرزا ﻇﺎﻫﺮ ﮔﺸﺘﻨﺪ ﺑﻄﻮرﻳﻜﻪ ﺑﺮداده ﺷﺪ 
  ANDﻛﻴﻔﻴﺖ و ﻛﻤﻴﺖ . (1)ﺷﻜﻞاﻟﻜﺘﺮﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ درﺻﺪ 0/8ﺣﺎﺻﻞ در ژل آﮔﺎرز   ANDﻛﻠﺮﻓﺮم اﻧﺠﺎم و 
 ANDدرﺟﻪ ذﺧﻴﺮه ﮔﺮدﻳﺪ. ﻏﻠﻈﺖ  4در دﻣﺎي اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي و ﺳﭙﺲ  ﻮﻣﺘﺮﺗﻮﺳﻂ دﺳﺘﮕﺎه ﺑﻴﻮﻓﻮﺗاﺳﺘﺨﺮاﺟﻲ 
  ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﺑﻮد. 07ﺗﺎ  04اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﻴﻦ
  
  
   درﺻﺪ 0/8ژل آﮔﺎرز  ﺑﺮ رويژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي  AND  :1ﺷﻜﻞ 
  
 
     BAxulژن   RCPواﻛﻨﺶ -3-2
ﺷﺪ و   RCP، BxulRو   AlxuFﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  ﺑﺎ BAxulژن  ﺜﻴﺮﺟﻬﺖ ﺗﻜ ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي AND
 0002اﻧﺪازه ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه در ﺗﻤﺎم ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ.  درﺻﺪ 1/5در ژل آﮔﺎرز    RCPﻣﺤﺼﻮل 
ﻧﻈﺮ در اﺛﺮ ﻣﻀﺎﻋﻒ ﺷﺪﮔﻲ ژﻧﻲ اﻳﺠﺎد ﮔﺮدﻳﺪه اﻧﺪ و ﺗﻘﺮﻳﺒﺎ از  Bxulو  Axulﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ اﻳﻨﻜﻪ ژن ﻫﺎي  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﺑﻮد.
% ﻫﻤﻮﻣﻮﻟﻮژي ﺑﻴﻦ آﻧﻬﺎ وﺟﻮد دارد ، ﻧﻮاﺣﻲ اﺑﺘﺪاﻳﻲ اﻳﻦ دو ژن ﻧﻴﺰ ﺷﺒﺎﻫﺖ ﺑﺴﻴﺎري ﺑﻪ ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ داﺷﺘﻪ و  03ﺗﻮاﻟﻲ 
12
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ﻣﺘﺼﻞ ﮔﺮدﻳﺪه و ﻋﻼوه ﺑﺮ ﻗﻄﻌﻪ  Bxulﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻪ اﺑﺘﺪاي ژن   AxulFﭘﺮاﻳﻤﺮ  ،در ﻧﺘﻴﺠﻪ در ﺑﺮﺧﻲ از واﻛﻨﺶ ﻫﺎ
  ده ﺷﺪه اﺳﺖ. ﻧﺸﺎن دا 2ﮔﺮدد ﻛﻪ در ﺷﻜﻞ ﻧﻴﺰ ﺗﻜﺜﻴﺮ  Bxulﻗﻄﻌﻪ ،  BAxul
  
 pbﺑﺎ اﻧﺪازه   Axu: ژن  2و1ﺳﺘﻮن درﺻﺪ.  1/5ژل آﮔﺎرز  ﺑﺮ روي BAxulو  Bxul،  Axulژن اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز  :2ﺷﻜﻞ
: ﻣﺎرﻛﺮ وزن  5ﺳﺘﻮن . 0402  pbاﻧﺪازه  BAxulﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﺎ ژن  089  pbﺑﺎ اﻧﺪازه  Bxul: ژن  4و3ﺳﺘﻮن . 0601
  .0402  pbﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﺑﺎ اﻧﺪازه BAxul: ژن  7ﺳﺘﻮن . 089  pbﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﺑﺎ اﻧﺪازه Bxul: ژن  6ﺳﺘﻮن . 001ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
  
 BAxul/R75ZTpﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  -3-3
 و ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ ﻟﻴﮕﺎﺳﻴﻮن اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﻳﺪ rotcev-T، واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﺎ  BAxulﭘﺲ از ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ژن  
ﮔﺮدﻳﺪ. در روز ﺑﻌﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ  وآﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﭘﺨﺶ GTPIوlag-X روي ﭘﻠﻴﺖ آﮔﺎر ﺣﺎوي  BAxul/R75ZTp
ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ ﻧﻤﺎﻳﺎن ﮔﺸﺘﻨﺪ. ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﺣﺎوي  3)ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ( و آﺑﻲ )ﻏﻴﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ( ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﻜﻞ
ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز اﻳﻦ ژن ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل  – βدر ﻣﺤﻞ ژن  BAxulﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎﻳﻲ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﻛﻪ در آﻧﻬﺎ ﺑﻪ ﻋﻠﺖ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻦ ژن 
 – βاﻣﺎ در ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي آﺑﻲ رﻧﮓ ژن . را ﻣﺘﺎﺑﻮﻟﻴﺰه ﻧﻤﺎﻳﺪ lag-Xﻧﻤﻲ ﺗﻮاﻧﺪ  GTPIﺎء ﻛﻨﻨﺪه ﺷﺪه و در ﺣﻀﻮر اﻟﻘ
  را ﻣﺘﺎﺑﻮﻟﻴﺰه ﻧﻤﺎﻳﺪ.  lag-Xﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ  GTPIﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز دﺳﺖ ﻧﺨﻮرده ﺑﻮده و در ﺣﻀﻮر اﻟﻘﺎء ﻛﻨﻨﺪه 
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  و آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ GTPIو  lag-Xﻠﻴﺖ  آﮔﺎر واﺟﺪ ﻛﻠﻮن ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ )ﺳﻔﻴﺪ( و ﻏﻴﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ )آﺑﻲ( در ﭘ :3ﺷﻜﻞ
  
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  RCP -3-4
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻣﺸﻜﻮك ﺑﻪ داﺷﺘﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  از ﻛﻠﻨﻲ اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻪ روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ ،در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ
و ﺗﻌﻴﻴﻦ رﻗﺖ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ،  درﺻﺪ 0/8ﭘﺲ از ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻴﻔﻴﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ در ژل آﮔﺎرز  .اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﻣﺤﺼﻮﻻت ﺣﺎﺻﻞ از واﻛﻨﺶ ﻣﻄﺎﺑﻖ  BxulR  و  AxulFﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ   RCPﻨﺶ واﻛ
در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ   BAxulﻗﻄﻌﻪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ 0402 pbﺳﭙﺲ ﺑﺎﻧﺪ  .ﮔﺮدﻳﺪاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز  درﺻﺪ 1/5در ژل آﮔﺎرز  4ﺷﻜﻞ
  ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺗﺎﺋﻴﺪﮔﺮدﻳﺪ. 
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درﺻﺪ.  1/5و اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ژل آﮔﺎرز  RCPروش  ﺑﺎ BAxul/R75ZTp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ   :4ﺷﻜﻞ 
  .001   pb: ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 3ﺳﺘﻮن  . BAxul/R75ZTp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ: 2و1ﺳﺘﻮن 
  
   BAxul/R75ZTp ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  -3-5
ﺤﺪود اﻻﺛﺮﺗﻌﺒﻴﻪ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻣ  RCPﭘﺲ از ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﺳﻂ
ﺑﺎ  BAxulاﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ  و ﻗﻄﻌﻪ   BAxul/R75ZTp ﺑﺮاي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  InpK و  IHmaBﮔﺸﺘﻪ در دو ﺳﺮ ﻗﻄﻌﻪ  
در    tresniﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ از ژل ﺑﻌﻨﻮان  BAxul  0402 pbاز آن ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ.  ﻗﻄﻌﻪ   0402pb ﻃﻮل 
اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج  5. در ﺷﻜﻞواﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﺎ وﻛﺘﻮر ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﻴﺮد
 ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ.  ( BAxulاز آن ) ﺷﺪه
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ﻫﻀﻢ  : 2و1ﺳﺘﻮن  .ﺗﻮﺳﻂ  روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ BAxul/R75ZTp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  - 6-4ﺷﻜﻞ 
  .pb001 ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ :3ﺳﺘﻮن  . 1npK ,1HmaBآﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
  
  ﺳﺎب ﻛﻠﻮن  -3-6
(، واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن   1-teuD TEp (  در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ) BAxul) tresniﺟﻬﺖ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻗﻄﻌﻪ 
ﻫﻤﺮاه  BAxulاﻧﺠﺎم و ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج ﺷﺪه  InpK و IHmaBو وﻛﺘﻮر ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي   BAxul/R75ZTpروي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
ﺘﻮر ﺧﻄﻲ از ژل ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ از ژل، واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﻴﻦ آﻧﻬﺎ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. در روز ﺑﻌﺪ ﺗﻚ ﺑﺎ وﻛ
 ﺻﺤﺖ وﺟﻮد ﻗﻄﻌﻪ .ﻣﺎﻳﻊ واﺟﺪ آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ BLﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻫﺎي ﻣﻮﺟﻮد روي ﭘﻠﻴﺖ  در ﻣﺤﻴﻂ 
ﻴﻦ از ﻃﺮﻳﻖ ﺑﺎﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﻫﻤﭽﻨ  RCPوﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﺳﻂ  هﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﺷﺪ BAxul
  ﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ. 6واﻛﻨﺸﻬﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﻜﻞ
  
  
  
  
3 2 1
b0003
b0002
eniL
 liocrepus
 BAxul
 ٧٢(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  
  
 
 
  
  . 1-teuD TEp در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  BAxulﺗﺎﺋﻴﺪ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻗﻄﻌﻪ  :6ﺷﻜﻞ
را ﻧﺸﺎن ﻣﻲ  0601pbﻛﻪ ﺑﺎﻧﺪ  BAxul/R75ZTp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ: 2ﺳﺘﻮن  pb001. ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ : 1ﺳﺘﻮن A( 
   را ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﺪ. 0402pbﻛﻪ ﺑﺎﻧﺪ  BAxul/R75ZTp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ:  3ﺳﺘﻮن  .دﻫﺪ
: ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 4و2. ﺳﺘﻮن  BAxulﻗﻄﻌﻪ  :  3و1ﺳﺘﻮن  .BAxul/1-teuD TEpﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ( B
  .pb001 ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ:  5ﺳﺘﻮن  .ﺑﺪون ﺗﺎﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ
  
  ﺑﻴﺎن ژن  -
و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﺷﺪه اﻧﺪ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  RCPﻛﻨﺶ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ وا  BAxul/1- teuDTEpﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ، GTPI (1Mm)( ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻮرم ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از اﻟﻘﺎء اﻳﻦ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺗﻮﺳﻂ  901MJوeulB avoN ،  12LBﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﺨﺘﻠﻒ )
ﺑﺮاي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻓﺎﻗﺪ ﻗﻄﻌﻪ  (ﺳﺎﻋﺖ 5و3و0ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮداري در زﻣﺎن ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ )
اﻟﻜﺘﺮورﻓﻮرزﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از اﺗﻤﺎم   EGAP-DDS% 21ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ در ژل ﺑﻌﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل اﻧﺠﺎم 
ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ ﻇﺎﻫﺮ  67و  04،  63ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ  3اﻣﻴﺰي ژل ﺗﻮﺳﻂ رﻧﮓ ﻛﻮﻣﺎﺳﻲ ﺑﻠﻮ،  اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و رﻧﮓ
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 7ﻜﻞرا ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﺮدﻧﺪ. ﺑﺮ اﺳﺎس ﺷ BAxulو  Axulو  Bxulﮔﺮدﻳﺪﻛﻪ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ژن ﻫﺎي 
ﻣﻴﺰان ﺑﻴﺎن اﻓﺰاﻳﺶ  ،GTPIﺳﺎﻋﺖ ﭘﺲ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ  5و  3ﺑﻴﺎن ﻣﺤﺪودي داﺷﺖ و ﺑﻪ ﺗﺪرﻳﺞ  GTPIﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ BAxul
ﺳﻪ ﺳﺎﻋﺖ  و ﺗﺎ  Bxul و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺳﺎﻋﺖ  5در زﻣﺎﻧﻬﺎي ﺻﻔﺮ و   Axul. ﺑﻌﻼوه ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن دادﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻳﺎﻓﺖ
ن داﺷﺘﻨﺪ.  ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ ﻣﻴﺰان ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ را ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻮرم اﻓﺰاﻳﺶ ﺑﻴﺎ GTPIﺳﺎﻋﺖ ﭘﺲ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ  5ﺣﺪودي 
  درﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ دو رده ﺳﻠﻮﻟﻲ دﻳﮕﺮ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ . eulB avoNﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  BAxul/1- teuDTEp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
 
 2 3 1
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 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٨٢
 
  
: ﻟﻴﺰﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻓﺎﻗﺪ 1ﺳﺘﻮن درﺻﺪ.  21  EGAP-SDS  در ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز :7ﺷﻜﻞ
  BAxul/1-teuD TEp : ﻟﻴﺰﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 2ﺳﺘﻮن . ﻛﻨﺘﺮل( ﻴﺐ ) ﺑﻌﻨﻮانﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛ
 BAxul/1-teuD TEp : ﻟﻴﺰﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  3ﺳﺘﻮن . )زﻣﺎن ﺻﻔﺮ(   GTPIﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ 
ﭘﻨﺞ   BAxul/1-teuD TEp ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  : ﻟﻴﺰﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 4ﺳﺘﻮن .  GTPIﺳﻪ ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ ﺑﺎ 
  .  GTPIﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ ﺑﺎ 
 
   (gnittolB nretseW)وﺳﺘﺮن ﺑﻼت  -3-7
آزﻣﺎﻳﺶ دات ﺑﻼت رﻗﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ  ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم ﺗﺴﺖ وﺳﺘﺮن ﺑﻼت و ﺗﺎﺋﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز، اﺑﺘﺪا ﺗﻮﺳﻂ
ﺑﻌﻨﻮان  0001:1ﻛﻪ در ﻧﺘﻴﺠﻪ رﻗﺖ ( آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ 0004:1و  0002:1، 0001:1، 005:1)
رﻗﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳﭙﺲ ﻃﻲ ﻣﺮاﺣﻞ آﺷﻜﺎر ﺳﺎزي ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻤﻴﻦ رﻗﺖ )ﻳﻚ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز 
( واﻛﻨﺶ ﺑﻴﻦ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي و آﻧﺘﻲ ژن  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ PRH GgIﭘﻠﻲ ﻛﻠﻮﻧﺎل ﻛﺎﻧﺠﻮﮔﻪ ﺷﺪه ﺑﺎ 
 5و  3ﭘﺲ ازﮔﺬﺷﺖ   GTPIدر ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﺷﺪه ﺑﺎ  BAxulﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ 67  ﻗﻬﻮه اي رﻧﮓ
 . ( 8)ﺷﻜﻞ ﺳﺎﻋﺖ از زﻣﺎن اﻟﻘﺎء ﻇﺎﻫﺮ ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻓﺎﻗﺪ آن ﺑﻮد
 ٩٢(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 
 2 3 1
 DK67
  
واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺲ  eulB avoN : ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺣﺎوي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي  1ﺳﺘﻮن . وﺳﺘﺮن ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ :8ﺷﻜﻞ
واﺟﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  eulB avoN :: ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺣﺎوي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي2ﺳﺘﻮن  .GTPI ﺳﺎﻋﺘﻪ ﺗﻮﺳﻂ 3اﻟﻘﺎء  از
ﻓﺎﻗﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  eulB avoN : ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺣﺎوي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي 3ﺳﺘﻮن  .GTPI ﺳﺎﻋﺘﻪ ﺗﻮﺳﻂ 5ﭘﺲ از اﻟﻘﺎء 
  .ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ )ﻛﻨﺘﺮل(
 
 RCPﺑﺎ   Bxul و Axulژن ﻫﺎي ﺗﻜﺜﻴﺮ  -3-8
ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  Bxulو  Axulژﻧﻬﺎي ﻫﺮ ﻳﻚ از  ژﻧﻮﻣﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي ANDﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج 
  . ( 9ﺷﻜﻞ ) ﺑﻮد  pb059 ﺑﺎ  Bxulو ژن  0601 pbﺑﺎ   Axulژن  ﻛﻪ ﻧﺘﻴﺠﻪ آنﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪ   RCPواﻛﻨﺶ  ﺑﺎ
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٠٣
 
 
 4 5 1 2 3
 pb0003
 pb0001
  
  
  
  
 
 ﺟﻔﺖ ﺑﺎز. 089( ﺑﺎ اﻧﺪازه B) Bxulﺟﻔﺖ ﺑﺎز و ژن   0601ﺑﺎ اﻧﺪازه  (A) Axul  ژن اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز   :9ﺷﻜﻞ 
 
  
   Bxulو  Axulﻲ  ژن ﻫﺎي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟ  -3-9
در ژل آﮔﺎرز ، ﻗﻄﻌﺎت ﻣﻮرد  Bxulو  Axulﻫﺎيو ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺤﺼﻮل ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن  RCPﭘﺲ از اﻧﺠﺎم  واﻛﻨﺶ 
و  Axulﻧﻈﺮ از ژل ﺑﺮﻳﺪه و ﭘﺲ از  ﺗﺨﻠﻴﺺ ، ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﮔﺮدﻳﺪ . ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﻳﺎﺑﻲ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﺮاي ژن ﻫﺎي 
 ( )2.148600_CN( Bxulو   )1.148600_CN( Axulﻲ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ژن ﻫﺎي ﻳﻜﺴﺎﻧﻲ را ﺑﺎ ﺗﻮاﻟ درﺻﺪ 98و  59   Bxul
  .(11و  01)ﺷﻜﻞ ﻧﺸﺎن داد  dembupدر ﺑﺎﻧﻚ ژن ﻣﻮﺟﻮد 
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 ١٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 
 dembupو ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آن ﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ در ﺑﺎﻧﻚ ژن  Axulﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ژن  :01ﺷﻜﻞ 
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٢٣
 
 
 
 dembupنﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ در ﺑﺎﻧﻚ ژ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آن Bxulﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ژن  :11ﺷﻜﻞ 
  
 
 ٣٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  و ﺗﺎﺋﻴﺪ آن  R75ZTpدر وﻛﺘﻮر  RCPﻛﻠﻮن ﺳﺎزي ﻣﺤﺼﻮﻻت   -3-01
و ﺑﺮرﺳﻲ ﺻﺤﺖ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﻗﻄﻌﺎت  Bxul و Axulﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻜﺜﻴﺮ ژﻧﻬﺎي   RCPﭘﺲ از ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﻣﺤﺼﻮل 
   ﺘﻌﺎﻗﺒﺎ ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و ﻣ rotcev-Tﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه ﺟﻬﺖ واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﺎ  tresni  ،ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ
وآﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﭘﺨﺶ ﮔﺮدﻳﺪ. در روز  GTPIوlag-X روي ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي آﮔﺎر ﺣﺎوي  Bxul/R75ZTp و  Axul/R75ZTp
 BLدر ﻣﺤﻴﻂ  ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ .ﺑﻌﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ )ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ( و آﺑﻲ )ﻏﻴﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ( روي ﭘﻠﻴﺖ ﻧﻤﺎﻳﺎن ﮔﺸﺘﻨﺪ
 وز ﺑﻌﺪ از ﻃﺮﻳﻖ روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ اﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ.ﻣﺎﻳﻊ واﺟﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ و در ر
ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل و  RCPاز ﻃﺮﻳﻖ  Axul/R75ZTpﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  
ﺻﻮرت  31و  21ﺷﻜﻞ ﻣﻄﺎﺑﻖ   Axulﻗﻄﻌﻪ  5´در اﻧﺘﻬﺎي  IHmaBو InpKﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
   ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ .
  
 
  
  
  
  
 :: ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ1ﺳﺘﻮن  A(   . RCPروش  ﺑﺎ Axul/R75ZTp ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :21ﺷﻜﻞ 
   pbاﻧﺪازه % ﻛﻪ ﻗﻄﻌﻪ اي ﺑﺎ 1/5در ژل  ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺎ Axul/R75ZTpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  2ﺳﺘﻮن 
ﺗﻮﺳﻂ  0021   pbﺑﺎ اﻧﺪازه Axul/R75ZTp: ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  3و 2،1ﺳﺘﻮن  (  B .را ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻤﻮده اﺳﺖ 0601
  .001pb :  ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ4%  ﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪ ، ﺳﺘﻮن  1/5ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل ﺳﺘﻮن در ژل آﮔﺎرز 
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 1 3 2
 pb0001
 pb0003
 Axul desaeleR
 tresni 
 liocrepuS
 raenil
 
ﻣﺎرﻛﺮ وزن  :1ﺳﺘﻮن  . ﺗﻮﺳﻂ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ R75ZTpدر ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  Axulﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮن ﻗﻄﻌﻪ  :31ﺷﻜﻞ 
ﻓﺮم ﺧﻄﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ  ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ و  0601pbﺑﺎ اﻧﺪازه   Axulﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪه :  2ﺳﺘﻮن  . 001 pb ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ
  ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ.ﻗﺒﻞ از را  Axul/R75ZTp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ:  3. ﺳﺘﻮن  6882pb اﻧﺪازه 
  
ﻢ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻫﻀ ﺑﺎ RCPاز ﻃﺮﻳﻖ  Bxul/R75ZTpﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
  ﺻﻮرت ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ :  51و  41ﺷﻜﻞ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ    IRocEو  IHmaBآﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي  ﺑﺎآﻧﺰﻳﻤﻲ 
  
  
ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل و   RCPاز ﻃﺮﻳﻖ     Bxul/R75ZTp  ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ: 41ﺷﻜﻞ 
ﺑﺎ  Bxulﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه  RCPﻣﺤﺼﻮل  : 7و6، 4،3،2،1ﺳﺘﻮن ﻫﺎي  .%  1/5در ژل   RCP اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮﻻت 
  .001 pb ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ:  5ﺳﺘﻮن .  pb 0021اﻧﺪازه
7 6 5 4 3 2 1
0001
 ٥٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ  RCPﺗﻮﺳﻂ  R75ZTpدر ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  Bxulﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ   :51ﺷﻜﻞ 
. ﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖﺑﻌ  Bxulژن   :1ﺳﺘﻮن  .%  1/5در ژل  Bxul/R75ZTp ( اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ   A
 .: ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ 3ﺳﺘﻮن .ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺎ 089   pbﺑﺎ اﻧﺪازه  Bxul/R75ZTp: ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  2ﺳﺘﻮن 
  . 001 pb : ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 4ﺳﺘﻮن 
ﻓﺮم ﺳﻮﭘﺮﻛﻮﻳﻞ  و 089   pbﺑﺎ اﻧﺪازه Bxul ژن : 2و1ﺳﺘﻮن ..Bxul/R75ZTp( ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  B
 1RocE ﻳﺎ  1HmaBﺷﻜﻞ ﺧﻄﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﭘﺲ از ﺗﺎﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺤﺪور اﻻﺛﺮ  : 3ﺳﺘﻮن  . 6882   pbﺎ اﻧﺪازهﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑ
  ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ .:  5ﺳﺘﻮن . ﺑﺪون ﺗﺎﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ Bxul/R75ZTpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ : 4ﺳﺘﻮن  .
  
   gyh / +1.3ANDcPدر وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  Axulﺳﺎب ﻛﻠﻮن ژن  -3-11
ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن  ﺑﺮاي وﻛﺘﻮر و ﻗﻄﻌﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ ﻛﻪ  IHmaB و  InpKآﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ  
ﺷﺪ. ﭘﺲ از  Axulﻣﻨﺠﺮﺑﻪ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪن ﻗﻄﻌﻪ  Axul/R75ZTp ﻧﺘﻴﺠﻪ اﻳﻦ واﻛﻨﺶ ﻫﺎ ﺑﺮ روي وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
ﺗﻌﺪادي ﻛﻠﻨﻲ ﺳﻔﻴﺪ در روز ﺑﻌﺪ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ  ،و ﻗﻄﻌﻪ و اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﻴﻦ آﻧﻬﺎ  وﻛﺘﻮر  ANDﺗﺨﻠﻴﺺ 
در وﻛﺘﻮر   Axulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ  ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎ ﺗﺄﻳﻴﺪ .ﻫﺎي ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻇﺎﻫﺮ ﮔﺸﺖ
ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي   ﺗﻮﺳﻂ   RCPﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ،  ﺑﺎ روﺷﻬﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ از ﻗﺒﻴﻞ 71و  61ﺷﻜﻞ  ﻣﻄﺎﺑﻖ  gyh / +1.3ANDcp
  وﻛﺘﻮرﺻﻮرت ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ.  ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل  ﺗﻮﺳﻂ   RCP و اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ
B
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: ﻣﺎرﻛﺮ وزن  1ﺳﺘﻮن . RCPﺗﻮﺳﻂ  gyh / +1.3ANDcp/Axulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﺗﺎﺋﻴﺪ   :61ﺷﻜﻞ 
 .در ﺳﻪ ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه از واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل 0021 pbﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﻪ :4و 3،2ﺳﺘﻮن  .ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ
:  6. ﺳﺘﻮن   +1.3ANDcpوﻛﺘﻮر  SCM ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ 051 pbﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ  ﺷﺎﻣﻞﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ : 5ﺳﺘﻮن 
  RCP .ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ
  
  
 B
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 ٧٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
 
 4 3 2 1
 pb0545
 pb0021
 pb0001
 Axul desaeleR
 mrof raeniL
  
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﺗﻮﺳﻂ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ gyh / +1.3ANDcp/Axulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﺗﺎﺋﻴﺪ :71ﺷﻜﻞ
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻓﺮم  0601 pbﺑﺎ اﻧﺪازه   Axul: ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪه  3و 1. ﺳﺘﻮن   gyh / +1.3ANDcp/Axulﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﻣﺎرﻛﺮ وزن  : 4ﺳﺘﻮن  .: ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺪون ﺗﺎﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ 2. ﺳﺘﻮن 0545 pbهﺧﻄﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ اﻧﺪاز
 . 001 pbﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
 
 
    oen / +1.3ANDcPدر وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  Bxulﺳﺎب ﻛﻠﻮن ژن  -3-21
ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن  ﺑﺮاي وﻛﺘﻮر ﺑﺮروي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ IHmaB و    IRocEآﻧﺰﻳﻤﻬﺎيﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﻮﺳﻂ  واﻛﻨﺶ 
و   وﻛﺘﻮر ANDاﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ . ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ  Bxul/R75ZTp ي ﻗﻄﻌﻪ ﺑﺮ روي  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ﺑﺮا  oen / +1.3ANDcP
ﺗﻌﺪادي ﻛﻠﻨﻲ ﺳﻔﻴﺪ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ در روز ﺑﻌﺪ ﻗﻄﻌﻪ و اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﻴﻦ آﻧﻬﺎ، 
از    / +1.3ANDcp oenدر وﻛﺘﻮر  Bxulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻗﻄﻌﻪ  ﻇﺎﻫﺮ ﮔﺸﺖ ﻛﻪ ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎ ﺗﺄﻳﻴﺪ
وﻛﺘﻮر ﺻﻮرت  ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل  ﺗﻮﺳﻂ   RCP و ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  ﺗﻮﺳﻂ   RCPﻃﺮق ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ ﻫﻤﭽﻮن
 .(81)ﺷﻜﻞ ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٨٣
 
  
  
  
    
  
  
 
 
 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
ﺗﻜﺜﻴﺮ :  5و4،3ﺳﺘﻮن . RCPﺗﻮﺳﻂ  oen / +1.3ANDcp/Bxulﺳﺎب ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﺗﺎﺋﻴﺪ  :81ﺷﻜﻞ 
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻏﻴﺮ : 7و 6،2،1ﻠﻮﻧﻲ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺣﺎﺻﻞ از واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل. ﺳﺘﻮن در ﺳﻪ ﻛ Bxul 0021 pbﻗﻄﻌﻪ
  .ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻌﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ
  
  ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺳﺎزه ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ   -3-31
اﻳﻦ ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ  ، oen / +1.3ANDcp Bxul/و  gyh / +1.3ANDcp/ Axulﭘﺲ از ﺗﺎﺋﻴﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  
ﻏﻠﻈﺖ  در ﻧﻬﺎﻳﺖ ه واﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﻳﺪ perp idimﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺳﭙﺲ ﺗﻮﺳﻂ ﺑﺼﻮرت ﺷﺒﺎﻧﻪ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ واﺑﺘﺪا 
)رده ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻓﻴﺒﺮوﺑﻼﺳﺘﻲ(  3T3HINﻣﻨﺎﺳﺐ ﻫﺮ ﻳﻚ ﺟﻬﺖ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪ. در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي 
ﺳﻠﻮﻟﻲ  ANRﭙﺲ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳ ﺑﺮاي ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ و از آن 2oCدر اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر 91ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﻜﻞ 
 / +1.3ANDcp Bxul/ و gyh / +1.3ANDcp/ Axulدر ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  RCP-TRاﺳﺘﺨﺮاج و ﭘﺲ از اﻧﺠﺎم 
ﻓﺎﻗﺪ ﻗﻄﻌﻪ ﺑﻌﻨﻮان ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي   +1.3ANDcp ، و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ oen
  .ﺮﻓﺖاﻧﺠﺎم ﮔ  RCPواﻛﻨﺶ  Bxulو   Axulاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻫﺮ ﻳﻚ از ژن ﻫﺎي 
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 ٩٣(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ اوﻻ زﻣﺎن ﻗﺮار ﮔﻴﺮي ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ در  3T3HINﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  
ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎﺷﺪ و ﺛﺎﻧﻴﺎ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ زﻣﺎن ﺑﻴﺎن و اﻧﺘﺨﺎب  4-5اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪن ﻣﺤﻠﻮل ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺑﺎﻳﺪ 
  ﺑﻌﺪ ازاﻧﺠﺎم ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ.   42ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ ﻫﺎ ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ 
  
  
  3T3HIN: ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  91ﺷﻜﻞ
  
  ﺑﺮرﺳﻲ ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻧﻮرزاﻳﻲ در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه -3-41
ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻛﺎرﻛﺮدي ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﻧﻈﺮ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﻧﻮرزاﻳﻲ، اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ 
آﻧﺘﻲ  ﻘﺎلاﻧﺘﺳﺎﻋﺖ از اﻧﺠﺎم  42ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  ﻣﻨﺘﻘﻞ 3T3 HINﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻓﻴﺒﺮوﺑﻼﺳﺘﻲ 
ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺑﻪ  004و003، 002، 001ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻫﺎي ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ و ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ  ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت 
ﺳﺎﻋﺖ و اﻧﺘﺨﺎب  42ﺧﺎﻧﻪ ﻫﺎي ﻣﺠﺰاﻳﻲ از ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ واﺟﺪ ﻫﺮ دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺸﺘﻨﺪ. ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ 
ﺑﻌﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ﻣﻮرد ﻧﻴﺎز ﺟﻬﺖ واﻛﻨﺶ  درﺻﺪ1ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ دﻛﺎﻧﺎل  52ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي واﺟﺪ ﻫﺮ دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، ﻣﻴﺰان 
ﺳﺎﻋﺖ ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي  81و 6،2ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺑﻪ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺷﺮاﻳﻂ ﻧﻮرزاﻳﻲ در زﻣﺎن ﻫﺎي 
  ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. trevni ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺗﻮﺳﻂ ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﭗ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺖ 
ﺎزي ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا واﻛﻨﺶ ﻧﻮرزاﻳﻲ آﻏﺎز ﺷﺪه ﺳﺎﻋﺖ از اﺿﺎﻓﻪ ﺳ 2ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  02ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﻜﻞ 
ﺳﺎﻋﺖ ﻣﻴﺰان ﻧﻮرزاﻳﻲ اﻓﺰاﻳﺶ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ اي را ﻧﺸﺎن  6و ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ .ﺑﻪ ﺗﺪرﻳﺞ ﺑﺎ رﺳﻴﺪن ﺑﻪ زﻣﺎن 
  داده و ﺑﻪ اوج ﺧﻮد ﻣﻲ رﺳﻴﺪ. 
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٠٤
 
 
 ي ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي دﻛﺎﻧﺎل :ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎز 3T3HINﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي  :02ﺷﻜﻞ 
 6ﮔﺬﺷﺖ ﺑﻌﺪ از   F,E,Dاﺷﻜﺎل  % ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎ .1ﺳﺎﻋﺖ از اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي دﻛﺎﻧﺎل  2ﮔﺬﺷﺖ ﺑﻌﺪ از  C,B,Aاﺷﻜﺎل
  .ﺳﺎﻋﺖ  81ﮔﺬﺷﺖ  ﺑﻌﺪ از   I,H,Gاﺷﻜﺎل .ﺳﺎﻋﺖ 
  
  ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻘﺎء ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه در ﻣﺤﻴﻂ اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ  -3-51
و  ( gyh / +1.3ANDcp Axul/) αﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ واﺣﺪ  ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺪت زﻣﺎن ﭘﺎﻳﺪاري ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
 3T3 HIN( آﻧﺰﻳﻢ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز، اﻳﻦ ﺳﺎزه ﻫﺎ ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻓﻴﺒﺮوﺑﻼﺳﺘﻲ oen / +1.3ANDcp Bxul/) β زﻳﺮ واﺣﺪ
ﻏﻨﻲ ﺷﺪه ﺑﺎ ﺳﺮم ﺗﻐﺪﻳﻪ ﮔﺸﺘﻨﺪ. در روز ﺑﻌﺪ   IMPRﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ  5ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ 
  ﺷﺪﻧﺪ.ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻫﺎي ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ و ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ  اﻧﺘﺨﺎب ﻣﺘﻌﺎﻗﺒﺎ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺗﻮﺳﻂ 
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G
 ١٤(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
ﺗﻌﺪاد ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻫﺮ ﭘﻠﻴﺖ  ،آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻬﺎ ﻛﺮدنﺳﺎﻋﺖ از اﺿﺎﻓﻪ  42ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﺑﺎ وﺟﻮد اﻳﻨﻜﻪ ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  
     µlm/gﻛﺎﻫﺶ ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺑﻮد اﻣﺎ  ﺗﻔﺎوت ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ در اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻲ )
ه ﻛﻪ ﺷﺪﭘﻠﻴﺖ ذﻛﺮ  3اﻣﺎ  در ﺑﻴﻦ   .( در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻣﺘﻔﺎوت ﺗﺮاﺳﻔﻜﺖ ﺷﺪه  ﻫﺮ ﭘﻠﻴﺖ وﺟﻮد ﻧﺪاﺷﺖ001,002,003
ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻛﻪ در  .ﺑﻮدﻧﺪ ﺗﻔﺎوﺗﻲ در ﺑﻴﻦ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي زﻧﺪه ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪﺷﺪه ﺑﺎ ﺳﻪ ﺷﺮاﻳﻂ ﻣﺘﻔﺎوت ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ 
 Bxul/و  gyh / +1.3ANDcp Axul/ي ﻣﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﭘﺲ از ﻳﻚ ﺑﺎر ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻫﻤﺰﻣﺎن دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ
ﺑﺎر ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي  اﻧﺘﺨﺎب آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻲ اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺘﻪ ﺑﻮد ، در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﻣﻮارد دو  oen / +1.3ANDcp
و  gyh / +1.3ANDcp Axul/و  oen / +1.3ANDcp Bxul/ﻳﺎ  oen / +1.3ANDcp Bxul/و  gyh / +1.3ANDcp Axul/
ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﺗﻌﺪاد ﺳﻠﻮل ﻫﺎي زﻧﺪه  ﺑﻴﺸﺘﺮي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ، ﻛﻪ ﻋﻠﺖ  اﻳﻦ ﻣﺴﺎﻟﻪ ﺳﭙﺲ ﻫﺮ ﺑﺎر اﻧﺘﺨﺎب ﻣﺠﺰا  
ﻣﻮﻻر ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﭘﺲ از ﻣﺪﺗﻲ رﺳﻮب ﻧﻤﻮده و ﻣﻨﺠﺮﺑﻪ  2ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي دو ﺑﺎر ﻓﺴﻔﺎت ﻛﻠﺴﻴﻢ 
 ﻣﺮگ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﻣﻲ ﮔﺮدد . 
  
  و وﺳﺘﺮن ﺑﻼت در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه    EGAP-SDS-3-61
 درﺻﺪ21   EGAP-SDSژل  ﺑﺮ روي 06 µlﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﻣﻘﺪار ، ازﺗﺎﺋﻴﺪ ﺑﻴﺎن و ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﺟﻬﺖ 
 67ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ  ،ﺳﺎﻋﺖ 2ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ رﻧﮓ ﻛﻮﻣﺎﺳﻲ ﺑﻠﻮ رﻧﮓ اﻣﻴﺰي و اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز 
اﻧﺘﻘﺎل   FDVPﻧﻤﻮﻧﻪ ﻧﻴﺰ ﺑﻪ ﻛﺎﻏﺪ ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻓﺎﻗﺪ آن ﺑﻮد. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺨﺸﻲ از 12ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ ﻣﻄﺎﺑﻖ 
ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ  67ﮔﺮدﻳﺪ و  در ﻃﻲ ﻣﺮاﺣﻞ وﺳﺘﺮن ﺑﻼت و ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ
  ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﮕﺮدﻳﺪ .  ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ در 4 -  52Bﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﻜﻞ 
  
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٢٤
 
  
  
ﻣﺎرﻛﺮ وزن :  1: ﺳﺘﻮن  .ﻛﻮﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  3T3HINﺳﻠﻮﻟﻬﺎي  EGAP-SDS :12ﺷﻜﻞ
ﺑﺎ  هﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪ:  3ﺳﺘﻮن  .  3T3HINﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي  67 aDKﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ:  2ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ. ﺳﺘﻮن 
 .ﺑﻌﻨﻮان ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل oen / +1.3ANDcpو  gyh / +1.3ANDcpﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻓﺎﻗﺪ ﻗﻄﻌﻪ 
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 ٣٤(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
  ﺑﺤﺚ و ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي  -4
 ﺑﻪ داﺧﻠﻲ ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﺑﺴﺘﺮي در ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻣﻲ ﻛﻪ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﮔﻴﺮي اﻧﺪازه ﻗﺎﺑﻞ ﻓﻨﻮﺗﻴﭗ ﺑﺎ ﻫﺎﻳﻲ ژن ﮔﺰارﺷﮕﺮ ژﻧﻬﺎي
. اﻳﻦ ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎي زﻳﺴﺘﻲ ﻧﻪ ﺗﻨﻬﺎ ﻣﺰﻳﺖ ﻛﺎﺳﺘﻦ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ زﻣﻴﻨﻪ اي را در ﺳﻠﻮل ﻫﺎ دارا ﮔﺮدﻧﺪ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺳﻬﻮﻟﺖ
، ﺣﺴﺎس ، ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻜﺜﻴﺮ و ﺑﻪ ﺳﻬﻮﻟﺖ ﻗﺎﺑﻞ  ﻫﺴﺘﻨﺪ ، ﺑﻠﻜﻪ ﺳﻴﮕﻨﺎل را از ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻤﻮده و ﭘﺎﺳﺨﻲ ﺳﺮﻳﻊ
و  oviv niﺘﺮده ﺟﻬﺖ ﻛﺎرﺑﺮد ﻫﺎي ﺴﺗﺸﺨﻴﺺ را اﻳﺠﺎد ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ زﻳﺴﺘﻲ ﺑﻄﻮر ﮔ
 ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دادن ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ روﻧﻮﻳﺴﻲ در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎ، ﻲاﻳﻦ ژن ﻫﺎ ﺑﻌﻨﻮان ﺷﺎﺧﺼﻣﻲ ﮔﻴﺮﻧﺪ. ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار   ortiv ni
اﻣﺮوزه اﻧﻮاع و ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ روش ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ژﻧﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ . ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﺗﻨﻄﻴﻢ رﺷﺪ، ﺗﻜﺜﻴﺮ ارﺗﺒﺎﻃﺎت ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﺗﻮﺳﻌﻪ 
 ﻛﻠﺮاﻣﻔﻨﻴﻜﻞ  ، (Zcalﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز ) β :ﻣﺘﻨﻮﻋﻲ از اﻳﻦ ژن ﻫﺎ در دﺳﺘﺮس ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ آﻧﻬﺎ ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ از
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ( ، albﻻﻛﺘﺎﻣﺎز) – β، (xulﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ) ، (culﺣﺸﺮات ) ﻓﺮاز ﻟﻮﺳﻲ ،)TAC( ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز اﺳﺘﻴﻞ
 gnaiJ ; 4991 ,rolyaN)  A adiU  )Arug , Asug(ﮔﻠﻮﻛﻮروﻧﻴﺪاز βو   )Aohp( ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز ،آﻟﻜﺎﻟﻴﻦ  PFG( ﺳﺒﺰ) ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺖ
 . (0002 ,.la te relhoK ; 8002 ,.la te 
ﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺑﻌﻨﻮان در ﺑﻴﻦ ﺗﻤﺎﻣﻲ ژن ﻫﺎي ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازي ﻛﻪ ﺗﺎﻛﻨﻮن ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﻧﺪ، ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮازﻫﺎي ﺑﺎﻛ
. اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻳﻚ  ﻫﺘﺮوداﻳﻤﺮ ﺷﻜﻞ ﻓﺮاوان ﺗﺮﻳﻦ و ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه ﺗﺮﻳﻦ اﻧﻮاع از ﻧﻈﺮ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ
را رﻣﺰ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. ﻓﻼوﻳﻦ ﻣﻨﻮاﻛﺴﻴﮋﻧﺎز  βو  αﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ زﻳﺮواﺣﺪﻫﺎي  Bxulو  Axulﮔﺮﻓﺘﻪ از ژن ﻫﺎي 
ﻮﮔﻮس ﺑﻮده و اﻛﺴﻴﺪاﺳﻴﻮن ﻳﻚ آﻟﺪﺋﻴﺪ زﻧﺠﻴﺮه ﺑﻠﻨﺪ را در ﺣﻀﻮر در ﺗﻤﺎﻣﻲ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻫﻤﻮﻟ
ﻓﻼوﻳﻦ ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ. ﺑﺮ ﺧﻼف ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ ﺷﺐ ﺗﺎب و رﻧﻴﻼ ، ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻟﻮﻛﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻗﺎدر ﺑﻪ 
و آﻟﺪﺋﻴﺪ آﻟﻴﻔﺎﺗﻴﻚ زﻧﺠﻴﺮه ﺑﻠﻨﺪ( ﺟﻬﺖ ﻧﻮرزاﻳﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ.  2Oو  2HNMFﺳﺘﻨﺰ ﺗﻤﺎﻣﻲ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاﻫﺎي ﻣﻮرد ﻧﻴﺎز ﺧﻮد )
ﻧﻴﺰ ﺟﺰء ﻣﺤﺼﻮﻻت ﻃﺒﻴﻌﻲ ﺧﻮد ﺳﻠﻮل    2Oو  2HNMFﻣﺴﺌﻮل ﺳﻨﺘﺰ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي آﻟﺪﺋﻴﺪي ﻫﺴﺘﻨﺪ و  EDCxulﻬﺎي ژﻧ
  ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. 
در ﻃﻲ ﺳﺎﻟﻬﺎي اﺧﻴﺮ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﮔﺴﺘﺮده اي در زﻣﻴﻨﻪ اﺳﺘﻔﺎده از ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺑﻌﻨﻮان ﺳﻴﺴﺘﻬﺎي ﻣﻮﺛﺮ در 
ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ  ﺑﻌﻨﻮان  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ ﻛﻪ ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﻧﺸﺎن داده ﻛﻪ ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ
ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎي اﻳﺪآل و ﻣﻨﺤﺼﺮﺑﻪ ﻓﺮد و واﺟﺪ ﻣﺰاﻳﺎي ﻣﺘﻌﺪد در ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ و ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻣﻮرد 
  اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﻴﺮﻧﺪ. ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ اﻳﻦ ﻣﺰاﻳﺎ ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ از :
ﻛﻮﺗﺎه در ﺣﺪ ﺛﺎﻧﻴﻪ و  ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ ﺑﺎﻻ ، واﺑﺴﺘﮕﻲ ﺧﻄﻲ ﺷﺪت ﻧﻮرزاﻳﻲ ﺑﻪ ﻣﻴﺰان ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز و زﻣﺎن آزﻣﺎﻳﺶ -1
 ﻳﺎ دﻗﻴﻘﻪ. 
ﻓﻘﺪان ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ اﻧﺪوژﻧﻮس ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز در اورﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻫﺎي ﻏﻴﺮﻧﻮرزا اﻣﻜﺎن اﺳﺘﻔﺎده وﺳﻴﻊ از ژن ﻫﺎي ﻟﻮﺳﻲ  -2
 ﻓﺮاز را ﺑﻌﻨﻮان ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎي ﺑﻴﺎن ژﻧﻲ ﺑﺮاي اﻧﻮاع ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﻓﺮاﻫﻢ ﺳﺎﺧﺘﻪ اﺳﺖ.
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٤٤
 
ارد ﻛﻪ اﻣﺮوزه ﺷﻨﺎﺳﺎﮔﺮﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺤﺪودﻳﺖ ﻛﻤﻲ در زﻣﻴﻨﻪ ﺗﺸﺨﻴﺺ زﻣﻴﻨﻪ ﻓﻨﻮﺗﻴﭗ ﻳﺎ ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ ﻓﻴﻠﻢ وﺟﻮد د -3
اﻛﺴﻴﺪو ردوﻛﺘﺎز ﻣﺠﻬﺰ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﻛﻪ اﻣﻜﺎن  NMFو  2HNMFﺗﺠﻬﻴﺰات ﺗﺰرﻳﻖ ﺳﺮﻳﻊ ﺟﻬﺖ ﻣﺨﻠﻮط ﺳﺎزي ﺑﺎ 
 ﺳﺎﻃﻊ ﺳﺎزي ﭘﻴﻮﺳﺘﻪ ﻧﻮر را ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲ ﺳﺎزد .
و آﻟﺪﺋﻴﺪ( ﺟﻬﺖ آزﻣﺎﻳﺸﺎت ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ زﻳﺴﺘﻲ ﺑﺴﻴﺎر ارزان ﺑﻮده و  NMFﻗﻴﻤﺖ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاﻫﺎي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ) -4
 ﺳﻬﻮﻟﺖ در دﺳﺘﺮس ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ .ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاﻫﺎ  ﺑﻪ 
ﺑﺪون ﻧﻴﺎز ﺑﻪ ﺗﺨﺮﻳﺐ ﻏﺸﺎء ﺳﻠﻮﻟﻲ و از دﺳﺖ دادن ﻗﺪرت  oviv niاﻣﻜﺎن اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ ﻋﻤﻠﻜﺮد  -5
ﺣﻴﺎت ﺳﻠﻮﻟﻲ وﺟﻮد دارد . اﻫﻤﻴﺖ اﻳﻦ ﻣﺴﺎﻟﻪ در اﻳﻦ اﺳﺖ ﻛﻪ اﻣﻜﺎن آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺳﺮﻳﻊ ﺑﻴﺎن ﻣﻮﻗﺖ ژﻧﻲ را ﺗﺎﻣﻴﻦ 
  ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ . 
 )muiretcabotohp( oirbiVﻓﺮاز ﻫﺎ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ ﻫﻤﭽﻮن در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ژن ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه ﻟﻮﺳﻲ  
 و  ihtangoiel muiretcabotohp،   muerohpsohp  muiretcabotohP، iyevrah )aekeneb(oirbiV،   irehcsif
ﺟﺪاﺳﺎزي و ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪه و ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ آﻧﻬﺎ ﺑﺎ   sudbahrotohp     snecsenimul )sudbahroneX
ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﭘﻴﺸﻴﻦ ﺣﺎﻛﻲ از آن ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ (. 8991 ,nosliW) ﺰﺋﻴﺎت ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖﺟ
ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺑﺼﻮرت ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻓﻴﻮژن    BAxulاﺳﺖ ﻛﻪ ﮔﺮوه ﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪدي در ﺟﻬﺖ ﺑﻴﺎن اﺟﺰاي ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻟﻮﻛﺲ 
 ,BPﻳﺎ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪد ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ  در ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي 812KCpﺷﺪه دو زﻳﺮ واﺣﺪ ﺑﺎ ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ ﻣﺜﻞ  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
  .(2002 ,yalazS dna reeG) در وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻫﺎروﻳﻲ اﻗﺪام ﻧﻤﻮده اﻧﺪ  GVCp ,5011SRp ,xlP ,100TIFp ,21CMGp
ﻧﻪ ﺗﻨﻬﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴﺴﺘﻢ  BAxul/1-teuDTEpدر ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺳﺎزه ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﻃﺮاﺣﻲ ﮔﺸﺘﻪ در ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺣﺎﺿﺮ ﺑﺼﻮرت 
ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺳﻬﻮﻟﺖ ﺑﺨﺸﻴﺪه اﺳﺖ ﺑﻠﻜﻪ ﺷﺮاﻳﻄﻲ را ﻓﺮاﻫﻢ  ﻟﻮﻛﺲ را ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ آﻧﺰﻳﻢ ﮔﺰارﺷﮕﺮ در
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﻣﺮوزه  ﺑﻴﺎن ﮔﺮدﻧﺪ. (7Tﺳﺎﺧﺘﻪ ﻛﻪ در آن ﻫﺮ دوژن ﻟﻮﻛﺲ ﺑﺘﻮاﻧﻨﺪ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن از ﻳﻚ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر )
ﻣﻲ داﻧﻴﻢ ﻛﻪ ﺑﻴﺎن ﺑﺎﻻي ژن ﻫﺎي ﻟﻮﻛﺲ ﻧﻴﺎزﻣﻨﺪ ﻳﻚ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﻗﻮي و ﺟﺎﻳﮕﺎه اﺗﺼﺎل رﻳﺒﻮزوم در روي وﻛﺘﻮر 
 واﺟﺪ ﻫﺮ دو ﻣﻮرد ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. 1-teuDETpﺴﺘﻨﺪ ﺗﺎ ﻣﻴﺰان ﻣﺤﺼﻮل اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﺑﺪ ﻛﻪ وﻛﺘﻮرﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫ
و ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﻴﻨﺎﺑﻴﻨﻲ آﻧﻬﺎ  Bxulو  Axulدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﭘﻠﻲ ﺳﻴﺴﺘﺮوﻧﻴﻚ ﻟﻮﻛﺲ از ﻃﺮﻳﻖ ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ژن ﻫﺎي 
ﻪ در وﻛﺘﻮر ( و ﺑﻪ دﻧﺒﺎل آن ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻗﻄﻌR75ZTp) ATدر وﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  6402pbﺑﺼﻮرت ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ  
ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ  βو  αﺳﭙﺲ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ واﺣﺪ  .ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ 1-teuDETpﺑﻴﺎﻧﻲ  
ﻫﻤﺮاه ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ   BAxulﻛﻴﻠﻮداﻟﺘﻮﻧﻲ  67ﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺸﺖ ﻛﻪ ﺗﺎﺑﺤﺎل ﮔﺰارش ﻧﺸﺪه اﺳﺖ . ﺑﻌﻼوه ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  eulB avoN
ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ  73و  04ﺑﺎ اﻧﺪازه ﻫﺎي ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز  βو  α  ﻫﺎي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ زﻳﺮواﺣﺪﻫﺎي آزاد 
  βαﻛﻴﻠﻮداﻟﺘﻮﻧﻲ  67ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻧﻴﺰ ﻋﻼوه ﺑﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  βو  αﺷﺪﻧﺪ. ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﻣﻴﺰان زﻳﺮواﺣﺪﻫﺎي آزاد 
ﻛﻪ اﻳﻦ زﻳﺮواﺣﺪﻫﺎ ﻧﻴﺰ از روﻧﻮﺷﺖ ﻟﻮﻛﺲ و  اﺳﺖاﻓﺰاﻳﺶ ﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪ ﻛﻪ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻛﻨﻨﺪه اﻳﻦ ﻣﺴﺎﻟﻪ  GTPIﭘﺲ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ 
  ﮔﺮدﻧﺪ . ﺗﺮﺟﻤﻪ ﻣﻲ eulB avoNدر ﺳﻠﻮﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ  1-teuDETp( وﻛﺘﻮر 7Tاز ﻫﻤﺎن ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر )
 ٥٤(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
ﺑﺼﻮرت ﻃﺒﻴﻌﻲ ژن ﻫﺎي ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺑﻪ ﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر در ﻳﻚ وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه، ﺑﻪ داﺧﻞ ﺳﻠﻮل اﻧﺘﻘﺎل ﻣﻲ  
ﻳﻤﻲ آن ﻣﻮرد ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻳﺎ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آﻧﺰ ANRmﻳﺎﺑﺪ و ﺳﭙﺲ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺟﻬﺖ ﺣﻀﻮر ﮔﺰارﺷﮕﺮ از ﻃﺮﻳﻖ ﺑﺮرﺳﻲ 
آزﻣﺎﻳﺶ ﻗﺮار ﻣﻲ ﮔﻴﺮﻧﺪ. در اﻳﻦ ﺟﺎ ﻣﻲ ﺗﻮان از ﺳﺎزه ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻋﻤﻠﻜﺮد ﻳﻚ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر 
در ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي  ( از ﻃﺮﻳﻖ روش ﻫﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ7Tﺧﺎص اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد. ﭼﻨﺎﻧﭽﻪ ﭘﺮﻣﻮﺗﻮر وﻛﺘﻮر ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ)
ﻮر ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺧﺎرج ﮔﺮدد و ﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﻣﻮرد ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ  آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻣﺤﺪود اﻻﺛﺮ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﻘﺸﻪ ژﻧﺘﻴﻜﻲ وﻛﺘ
ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ در اﻳﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ ﮔﺮدد، در اﻳﻦ ﺻﻮرت ﻣﻲ ﺗﻮان از ﻃﺮﻳﻖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﺎرﻛﺮد ﻧﻮرزاﻳﻲ ژن ﻫﺎل ﻟﻮﻛﺲ 
ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮدن ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده آﻧﺰﻳﻢ  )دﻛﺎﻧﺎل( ﻋﻤﻠﻜﺮد ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر را ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار داد. ﺑﻌﻼوه 
رزاﻳﻲ ﺗﻮﺳﻂ دﺳﺘﮕﺎه ﻟﻮﻣﻴﻨﻮﻣﺘﺮ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آن ﺑﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﺷﺎﻫﺪ ﻧﻴﺰ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﻣﻌﻴﺎري ﻛﻤﻲ در ﺳﻨﺠﺶ ﻣﻴﺰان ﻧﻮ
  ﺟﻬﺖ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ در اﺧﺘﻴﺎر ﻣﺎ ﻗﺮار دﻫﺪ . 
از ﻃﺮف دﻳﮕﺮ در ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺣﺎﺿﺮ ﺑﺮ ﺧﻼف ﺑﺴﻴﺎري از ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻗﺒﻠﻲ  ﻛﻪ از ﻧﻮاﺣﻲ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﻮﺟﻮد در ﻃﺮﻓﻴﻦ 
ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪه  ژن ﻫﺎي  ﻲ ﮔﺮدﻳﺪ،ﺟﻬﺖ ﻣﺮاﺣﻞ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ اﺳﺘﻔﺎده ﻣBAxul ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ ژﻧﻲ
اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ دﻗﻴﻘﺎ در  BAxulﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﻪ  esreverﺑﻌﻨﻮان ﭘﺮاﻳﻤﺮ  Bxulو  drawrofﺑﻌﻨﻮان ﭘﺮاﻳﻤﺮ  Axul
از ﺑﻮده و ﺑﻪ ﻏﻴﺮ  4602pb ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮﻳﺎﻓﺘﻪ ﺑﻪ اﻧﺪازه .ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﻧﺪ BAxulﻧﻮاﺣﻲ اﺑﺘﺪاﻳﻲ و اﻧﺘﻬﺎﻳﻲ ﻗﻄﻌﻪ 
واﺟﺪ ﻫﻴﭻ ﺗﻮاﻟﻲ اﺿﺎﻓﻲ ﻧﺒﻮده ﻛﻪ اﻳﻦ  Bxulواﺑﺘﺪاي ژن  Axulﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ در ﻓﺎﺻﻠﻪ ﺑﻴﻦ ژﻧﻲ دراﻧﺘﻬﺎي ژن  04ﺣﺪود 
  ﺷﺮاﻳﻂ ﻋﻼوه ﺑﺮ ﺗﺴﻬﻴﻞ ﻣﺮاﺣﻞ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ، اﻣﻜﺎن ﺟﻬﺶ زاﻳﻲ ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ ﺑﺰرگ را ﻧﻴﺰ ﻛﺎﻫﺶ ﻣﻲ دﻫﺪ. 
ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز  βو  αﺪه زﻳﺮواﺣﺪ ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨ ANDو ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ  niwdalBدر ﻳﻚ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ 
ﻛﻠﻮن ﺷﺪ و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي  223RBpﺟﺪا ﮔﺮدﻳﺪ و در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  bk4ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻫﺎروﻳﻲ ﺗﻮﺳﻂ ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ 
 .ﻛﻠﻨﻲ ﻧﻮرزا ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪ 21ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ. ﺳﭙﺲ ﺗﺮﻛﻴﺐ دﻛﺎﻧﺎل اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه و ﻣﻨﺘﻘﻞ  1RRﺳﻮﻳﻪ  iloc.Eﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ   
د ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ﻣﻴﺰان ﻧﻮرزاﻳﻲ در ﺣﺪ ﻧﻮع در ﻳﻜﻲ از ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎ ﻛﻪ ﺟﺰﺋﻴﺎت ﻧﻮرزاﻳﻲ ﻣﻮر
ﻧﻴﺰ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ   iloc.Eاﺻﻠﻲ ﺧﻮد وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻫﺎروﻳﻲ ﻧﻤﻲ ﺑﺎﺷﺪ و اﻟﺒﺘﻪ اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ در ﻫﻴﭻ ﺑﺎﻛﺘﺮي دﻳﮕﺮي ﻏﻴﺮ از 
 يﻣﻮﺗﻮرﻫﺎﭘﺮو . ﻣﺴﺎﻟﻪ ﺟﺎﻟﺐ ﺗﻮﺟﻪ در ﻣﻮرد ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي اﻳﻦ اﺳﺖ ﻛﻪ(4891 ,niwdhaB)ﺳﺎزي ﻧﻤﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 ﺺﻴﺗﺸﺨ در ﻣﺮاز ﻲﭘﻠ ANR ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ﻣﺴﺎﻟﻪ ﻦﻳا ﻞﻴدﻟ.  ﺑﺎﺷﻨﺪ داﺷﺘﻪ ﻛﺎرﻛﺮد  iloc.E در ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻲﻣ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻟﻮﻛﺲ
 يﺑﺎﻛﺘﺮ ﺮﻳﺳﺎﻛﻪ  اﺳﺖ   iloc.E در ﻲﻤﻴﺗﻨﻈ يﻫﺎ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﺎﻳ ﻫﺎ ژن ي AND xul در ﻲﺴﻳروﻧﻮ ﺷﺮوع يﻫﺎ ﮕﺎهﻳﺟﺎ
  ﻓﺎﻗﺪ آن ﻫﺴﺘﻨﺪ . ﻧﻮرزا يﻫﺎ
ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ  BAxul/1-teuDTEpﺳﺎزه ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه در ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺣﺎﺿﺮ  هﺷﺪﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﻄﺎﻟﺐ ذﻛﺮ 
ﻛﺎﺳﺖ ﮔﺰارﺷﮕﺮ در ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪه و ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺸﺘﻦ آﻟﺪﺋﻴﺪ ﭼﺮب 
ﺳﻴﺴﺘﻢ )دﻛﺎﻧﺎل( ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎ ﻓﻨﻮﺗﻴﭗ ﻧﻮرزا را اﻳﺠﺎد ﻧﻤﺎﻳﺪ . ﺑﻴﺎن ژن ﻫﺎي ﻟﻮﻛﺲ درﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻣﺘﻔﺎوت ﻳﻚ 
ﺣﺴﺎس و ﺳﺎده را ﺟﻬﺖ ﻧﻤﺎﻳﺎن ﺳﺎزي رﺷﺪ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻮزﻳﻊ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ در ﻣﺤﻴﻂ زﻳﺴﺖ آﻧﻬﺎ ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲ ﺳﺎزد . 
ﺑﻌﻼوه ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ژن ﻫﺎي ﻟﻮﻛﺲ ﺑﻌﻨﻮان ﮔﺰارﺷﮕﺮﻫﺎي ﺑﻴﺎن ژﻧﻲ ﻗﺪرت و ﺗﻨﻈﻴﻢ روﻧﻮﻳﺴﻲ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرﻫﺎي 
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٦٤
 
ﻬﻮﻟﺖ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﺸﺨﻴﺺ و اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﻣﻲ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﻪ ﺳﺮﻋﺖ ﻗﺎﺑﻞ اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﺑﻮده و ﻧﻮر ﺳﺎﻃﻊ ﮔﺮدﻳﺪه  ﻧﻴﺰ ﺑﻪ ﺳ
ﺑﺎﺷﺪ . ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻦ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻛﺎﺳﺖ ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﻣﻮﺟﻮد ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﻣﺎرﻛﺮ ﻳﺎ ﺑﺮ ﭼﺴﺐ در دﺳﺘﻜﺎري ﻫﺎ و 
ﻛﻨﺘﺮل ﺑﻴﺎن ژﻧﻲ در زﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﻲ ، ﺗﻮﻟﻴﺪ ، ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻴﻜﺮواورﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻫﺎ و ﺳﺎﻳﺮ زﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي 
  ﻴﺮد. ﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟﻮژي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔ
در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ﻫﻨﻮز ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻟﻮﻛﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ ﺟﻬﺖ ﺑﻴﺎن در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ و ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز 
ﺷﺐ ﺗﺎب ﻏﺎﻟﺒﺎ در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺑﻴﺎن ﻣﻲ ﮔﺮدد . ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﻴﺸﻴﻦ ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﻨﺪﻛﻪ  ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت 
ارﺷﮕﺮ ﺑﻴﺎن ژﻧﻲ در رده ﻫﺎي ﻣﺘﻨﻮﻋﻲ از ﮔﺴﺘﺮده اي در ﺟﻬﺖ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻟﻮﻛﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﮔﺰ
 ,.la te unahsamI ;1991 ,.la te atsoC) ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ و ﻣﺨﺼﻮﺻﺎ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
  . (6002 ,.la te ehcamraH ;0991
ﻧﻮع ﻓﻴﻮژ  و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﻳﻚ nalyoBﺑﻮد ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ  8891از ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اوﻟﻴﻪ ﻛﻪ در اﻳﻦ زﻣﻴﻨﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ در ﺳﺎل 
ﺷﺪه از ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ ﻛﻪ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﻧﻮرزاﻳﻲ در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ و ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺑﻮد. اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺗﻮﺳﻂ 
)ﻣﺨﻤﺮ( ،  4laGروش ﻫﺎي ﺟﻬﺶ زاﻳﻲ در ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻓﻴﻮژ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ ﻳﻚ دﻛﺎﭘﭙﺘﻴﺪ ﺗﺤﺖ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرﻫﺎي 
ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ ﮔﺸﺖ ﻛﻪ اﻣﻜﺎن ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻟﻮﺳﻲ  GACﺑﺎ  GTA)ﻓﺎژ( اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و در ﻃﻲ آن ﺗﻮاﻟﻲ  6PS( و iloc.E) 4T
ﻧﻴﺰ ﻣﻤﺎﻧﻌﺖ  Bxulآزاد ﻓﺮاﻫﻢ ﺷﺪه و ﺑﻌﻼوه از آﻏﺎز ﺗﺮﺟﻤﻪ داﺧﻠﻲ ژن  βﻓﺮاز ﻓﻴﻮژ ﺷﺪه ﻓﻌﺎل در ﻓﻘﺪان زﻳﺮ واﺣﺪ 
  . (9891 ,.la te nalyoB) ﻣﻲ ﻧﻤﻮد
ﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻳﻚ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺷﺪه رﻣﺰﻫﺎي ﻟﻮﺳ 5002و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ در ﺳﺎل    nosrettaPدر ﻳﻚ ﺗﺤﻘﻴﻖ دﻳﮕﺮ 
اﻧﺘﻘﺎل داده  392KEHﺟﻬﺖ ﺑﻴﺎن در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ و ﺑﻪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي   sudbahrotohp     snecsenimul
ﺗﻘﺮﻳﺒﺎ ﺛﺎﺑﺖ ﻣﺎﻧﺪه اﺳﺖ اﻣﺎ ﻧﻮرزاﻳﻲ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ اي در  ANRmﺷﺪ ، ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ وﺟﻮد اﻳﻨﻜﻪ ﺳﻄﺢ 
  . (5002 ,.la te nosrettaP)ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻣﺨﻤﺮ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﺸﺨﻴﺺ اﺳﺖ
، ﻳﻚ ﻛﺎﺳﺖ ﻛﺎﻣﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﻠﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖو ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ  esolc M naDﺗﻮﺳﻂ  0102در ﺳﺎل  اي ﻛﻪ در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ
ﺳﻴﺴﺘﺮوﻧﻲ ﻟﻮﻛﺲ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ ﻛﻪ در آن رﻣﺰﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﺑﻬﺒﻮد ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺑﻮدﻧﺪ . اﻳﻦ ﻛﺎﺳﺖ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ 
را در ﺣﻴﻮاﻧﺎت و ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺪون اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي ﻧﻮراﻓﻜﻨﻲ   emit laerاﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺘﻪ و اﻣﻜﺎن ﺗﺼﻮﻳﺮﺑﺮداري  
  . (0102 ,.la te esolC)ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺧﺎرﺟﻲ ﺑﺎ ﺗﺨﺮﻳﺐ ﺳﻠﻮل ﻓﺮاﻫﻢ ﺳﺎﺧﺖ
( ژن ﮔﺰارﺷﮕﺮﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز را ﺑﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﺗﻴﻼﭘﻴﺎ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﻮدﻧﺪ وﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ ﻣﻴﺰان ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آﻧﺰﻳﻤﻲ 2002وﻫﻤﻜﺎران ) aniloM
ازآزﻣﺎﻳﺸﺎت ﻣﺘﻌﺪد درﻳﺎﻓﺘﻨﺪ ﻛﻪ ﺷﺪت ﻧﻮر ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ در  ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازرا ﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ﻟﻮﻣﻴﻨﻮﻣﺘﺮاﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ. ﭘﺲ
ﺑﺸﺪت اﻓﺰاﻳﺶ ودرﻣﻘﺎﺑﻞ ﺳﺮب ﻛﺎﻫﺶ ﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪ. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ  ﺑﺮاﺑﺮ ﻓﻠﺰات ﺳﻨﮕﻴﻦ روي،ﻛﺒﺎﻟﺖ، ﺟﻴﻮه و ﻣﺲ
ژن ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازدرﻣﻘﺎﺑﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت اﺳﺘﻴﻞ ﻛﻠﺮاﻳﺪ، ﺗﺘﺮاﻛﻠﺮوﻓﻨﻞ، ﻛﻠﺮواﺳﺘﺎﻣﻴﺪ وآرﺳﻨﺎت ﻓﻌﺎل ﻣﻴﺸﻮد. 
ﺎن دادﻛﻪ ژن ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﻧﺸﺎﻧﮕﺮزﻳﺴﺘﻲ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺑﺮاي ﻧﺸﺎن دادن آﻻﻳﻨﺪه ﻫﺎي ﺑﻄﻮرﻛﻠﻲ اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﺸ
  زﻳﺴﺖ ﻣﺤﻴﻄﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. 
 ٧٤(ﺟﻬﺖ ﻧﺸﺎن دار ﮐﺮدن و .../  eneg esareficuLﺑﺮرﺳﯽ اﻣﮑﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺎرﮐﺮ ژﻧﺘﻴﮑﯽ)
 
ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي  RCPآﻧﺰﻳﻢ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز از ﻃﺮﻳﻖ  βو  αدر اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ژن ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ واﺣﺪﻫﺎي 
 ه وﻛﻠﻮن ﺷﺪ  R75ZTpﻛﺘﻮر ﺑﺼﻮرت ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ در و RCPﻣﺤﺼﻮل از ﺗﺎﺋﻴﺪ ﺗﻮاﻟﻲ  اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪ و ﭘﺲ
ﺧﺎرج و ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ در وﻛﺘﻮر ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ  وﻛﺘﻮر Tﺗﻮﺳﻂ واﻛﻨﺶ ﻫﺎي ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ از Bxulو Axul ﺳﭙﺲ ﻗﻄﻌﺎت 
 و    Axul/gyh/ +1.3ANDcpﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ه ﺳﺎز. ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ   oen/ +1.3ANDcpو    gyh/ +1.3ANDcp
  ( اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺘﻨﺪ. 3T3HINﻴﺒﺮوﺑﻼﺳﺘﻲ از ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ )ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﻪ ﻳﻚ رده ﻓ oen/ +1.3ANDcp /Bxul
( اﻣﻜﺎن ﺳﻄﺢ ﺑﺎﻻي ﺑﻴﺎن ژﻧﻬﺎي ﻣﻮرد VMCﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﺳﺎﻳﺘﻮﻣﮕﺎﻟﻮوﻳﺮوس )وﺟﻮد   +1.3ANDcpدر وﻛﺘﻮرﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺘﻌﺪدي اﺳﺘﻔﺎده  در اﺧﻴﺮا  ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲ ﺳﺎزد.و آﺑﺰﻳﺎن  در رﻧﺞ وﺳﻴﻌﻲ از ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران را ﻧﻈﺮ
در ژن ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ از ﻧﻈﺮ ﻛﺎرﻛﺮدي ﺑﻪ ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ  )gyh( +1.3ANDcp و )oen( +1.3ANDcpﻣﺎن از دو وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﻤﺰ
 ﺟﻬﺖ ﺑﻴﺎن در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻣﺘﻌﺪد و از ﺟﻤﻠﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران ﮔﺰارش ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖﻣﺮﺗﺒﻂ ﺑﻮده 
آﻧﺰﻳﻢ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮي  βو  αاﺣﺪﻫﺎي  اﻣﺎ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ زﻳﺮ و .(9002 ,.la te rulA ;7002 ,.la te gnaw)
  وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي در وﻛﺘﻮرﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﺬﻛﻮر ﺑﺮاي ﻧﺨﺴﺘﻴﻦ ﺑﺎر در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﮔﺰارش ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ .
ﻫﻤﺰﻣﺎن ﺑﻪ  ﺳﻠﻮل  oen/ +1.3ANDcp /Bxul و  Axul/gyh/ +1.3ANDcﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ه ﺳﺎز در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪي ﺗﺤﻘﻴﻖ
وﺟﻮد ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ  ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ  ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﮔﺸﺘﻨﺪ. در اﻳﻨﺠﺎ
وﺟﻮد ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ  و  gyh/ +1.3ANDcpﻓﺴﻔﻮﺗﺮاﻧﺲ ﻓﺮاز( در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  B)ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ
ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ  ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ دراﻣﻜﺎن اﻧﺘﺨﺎب ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻫﺎي ﭘﺎﻳﺪار    oen/ +1.3ANDcpﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ 
ﺳﺎزه ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎﻣﻞ ژن ﻫﺎي رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﻳﻢ ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن را ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲ واﺟﺪ ﻫﺮ دو 
ﺳﺎزﻧﺪ . زﻳﺮا ﺗﻨﻬﺎ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي واﺟﺪ ﻫﺮ دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺼﻮرت ﻫﻤﺰﻣﺎن ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ در ﻣﺤﻴﻂ ﺣﺎوي 
   .ﻧﺌﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ و ﻫﻴﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ زﻧﺪه ﻣﺎﻧﺪه و ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ
ﺟﻬﺖ  ﻛﻮﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ  و ﺑﻴﺎن ﻫﻤﺰﻣﺎن    3T3HINﻳﻚ رده ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻓﻴﺒﺮوﺑﻼﺳﺘﻲ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﺮاي ﻧﺨﺴﺘﻴﻦ ﺑﺎر از
 RCP-TRو اﻧﺠﺎم ANRاﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ژن ﻫﺎ ﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج  Bxulو   Axulژن ﻫﺎي 
ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ . ﺪﻣﻲ ﺑﺎﺷﺳﺎﻋﺖ  42ﻛﻪ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ زﻣﺎن  ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن و اﻧﺘﺨﺎب ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ ﻫﺎ ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ  ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد، 
ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ ازاﻧﺠﺎم ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺟﻬﺖ  اﻧﺘﺨﺎب ﺗﺮاﻧﺲ ﻓﻜﺖ ﻫﺎ ﺑﻴﺎن ﺑﺎﻻﺗﺮي را در زﻣﺎن ﻫﺎي  27و  42ﺑﻴﻦ ﮔﺬﺷﺖ 
  ﺳﺎﻋﺖ( را ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻣﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ.  42اوﻟﻴﻪ ﻳﻌﻨﻲ )
ﺗﺤﺖ ﻳﻚ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﺑﻌﻨﻮان ﮔﺰارﺷﮕﺮ ﺑﻴﺎن ژﻧﻲ در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻛﻪ  Bxul-Axulادﻏﺎم ﺷﺪه ﺳﻴﺴﺘﻢ ژﻧﻲ 
ﺑﻄﻮرﻳﻜﻪ اﻳﻦ ﻟﻮﺳﻲ  .از ﻧﻈﺮ ﻋﻤﻠﻜﺮدي ﺷﺪﻳﺪا ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﺷﺮاﻳﻂ دﻣﺎﻳﻲ ﻣﺤﻴﻂ ﻗﺮار دارد ،داﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ ﮔﺮد
( ﺗﺎﺧﻮردﮔﻲ ﻧﺎﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﻳﺎﻓﺘﻪ وﻟﻲ در دﻣﺎﻫﺎي ﭘﺎﺋﻴﻦ ﺗﺮ ﻫﻤﺎن 82-03˚Cﺑﺎﻻﺗﺮ ) ﻫﺎيﻓﺮازﻫﺎي ﻓﻴﻮژ ﺷﺪه در دﻣﺎ
ﺑﻴﺎن ژن در ﺳﻠﻮل  ﭘﺎﻳﺪاري ﺣﺮارﺗﻲ آﻧﺰﻳﻢ دﺳﺖ ﻧﺨﻮرده را دارا ﻫﺴﺘﻨﺪ. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺟﻬﺖ دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑﻪ ﺳﻄﻮح ﺑﺎﻻي
رﻣﺰ ﻛﻨﻨﺪه ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺑﺎ ﻛﺎراﺋﻲ ﺑﺎﻻي ﺗﺎﺧﻮردﮔﻲ در  Bxul-Axul، ﺗﻮﺳﻌﻪ ﺳﺎزه ﻫﺎي ﺟﺪﻳﺪ ﻣﺎﻫﻴﺎنﻫﺎي 
و ﺑﻴﺎن  3T3HINدر ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺣﺎﺿﺮ ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي . ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ از اﻫﺪاف ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت در اﻳﻦ زﻣﻴﻨﻪ  ﺑﺎﺷﺪ 73˚  Cدﻣﺎﻫﺎي
 / ﮔﺰارش ﻧﻬﺎﻳﯽ ﻃﺮح ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﯽ  ٨٤
 
اﻧﺠﺎم ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ وﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﺳﺎزي ﺳﻮﺑﺴﺘﺮال دﻛﺎﻧﺎل   73˚ژﻧﻬﺎي ﻟﻮﻛﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻓﻴﺸﺮي در دﻣﺎي 
در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﻧﺎﭘﺎﻳﺪاري و ﻛﺎﻫﺶ  ﻛﻪ ﺧﺼﻮﺻﻴﺖ ﻋﻤﻠﻜﺮدي آﻧﺰﻳﻢ از ﻟﺤﺎظ ﻧﻮرزاﻳﻲ ﻣﻮرد ﺗﺎﺋﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﻣﺰﻳﺖ  ،ﻋﻤﻠﻜﺮدي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه در ﻣﻮرد ﻟﻮﺳﻲ ﻓﺮاز ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﻓﻴﻮژ ﺷﺪه در ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﭘﻴﺸﻴﻦ
ﻳﺖ ﻣﻲ ﺗﻮان ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﺮﻓﺖ ﻛﻪ اﻳﻦ ﺳﺎزه ﻫﺎي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﻗﺎﺑﻞ اﻧﺘﻘﺎل ﺑﻪ ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺑﻮده و ﻣﻲ در ﻧﻬﺎﻣﺤﺴﻮب ﻣﻲ ﮔﺮدد. 
  ﺗﻮان از آن ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﻣﺎﻛﺮ ؤﻧﺘﻴﻜﻲ ﺑﺮاي ردﻳﺎﺑﻲ و ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد.
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Abstract 
In this study lusiferse gene extracted from Vibrio fischeri. V. fischeri strain was kindly provided by Iranian 
Research Organization for Science and Technology (IROST). Genomic DNA extraction was carried out by 
Phenol-chloroform. A DNA fragment encoding the luxA and LuxB  was amplified by PCR using sense and 
antisense primers, specific restriction sites for BamH1 and Kpn1 were introduced into 5´ end of forward and 
reverse primer, respectively.  The PCR product was purified from agarose gel and ligated into cleaved PT257R 
cloning vector. Following the confirmation of the cloned  Luciferase transformed into E. coli. Recombinant 
clones were confirmed by specific PCR and restriction enzyme digestion analysis. The luxA and LuxB fragment 
was released subcloned in to the PcDNA3.1\hug  and PcDNA3.1\neo expression vectors, respectively. 
recombinant plasmid was confirmed through restriction digestion using BamH1 and Kpn1 enzymes and 
subsequently, transformation procedure continued into NIH3T3 eukaryote cells by specific kit. Luminescence 
ability of recombinant clones was tested by NIH3T3 cells and dechanal  (substrate) and Neomysin and 
hygromysin. The results showed that luminescence start after 2 hours and then increase after 6 hours. Inaddition, 
the protein identity was verified by western blot analysis, the protein bands 76 kD were detected. , which 
indicates protein expression of luxB, luxA.  
  
Key words: Lusifrase, Vibrio fischeri, Transfer gene 
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